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(57) Abstract 

The live recombinant avian vaccine comprises, as vector, an ILTV containing and expressing at least a heterologous nucleotide 
sequence, said nucleotide sequence being inserted in the insertion locus formed by the internal ribosome entry site (IRES) located between 
the stop codons of COL D and COL E of ILTV and which, in a particuiar-4LTV strain is denned between nucleotides 3873 and 4260 
at SEQ ID NO:l. The heterologous nucleotide sequence can be under the control of a strong eukaryotic promoter, such as CMV-IE 
promoter, and can be derived from viruses of Newcastle disease, Marek disease, Gumboro disease, infectious bronchitis, chicken anaemia, 
chicken pneumovirosis. The invention also concerns a multivalent vaccine comprising at least two live vaccines as per the invention and 
the recombined ILTV virus. 
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(57) Abregc 




Lc vaccin vivani recombinam aviaire comprcnd commc vecteur, un virus ILTV comprcnant et exprimant au moins une sequence 
nucleotidique hdtdrologue, cette sequence nucleotidique 6tant inseree dans lc locus d'insertion forme" par l'intcrgene situ6 cntrc les codons 
stop des COL D ct COL E d'lLTV et qui, dans une souche d'lLTV particuliere, est d6fini entre les nucleotides 3873 et 4260 a la SEQ ID 
NO: I. La sequence nucleotide necrologue peut etre sous le controle d'un promoteur eucaryote fort, tel que promoteur CMV-IE, et peut 
provcnir des virus de la maladie de Newcastle, de la maladie de Marek, de la maladie dc Gumboro, de la bronchite infectieuse, de Tandmie 
du poulet. de la pneumovirose du poulet. Formuie de vaccin multivalent comprenant au moins deux vaccins vivants selon V invention. Virus 
ILTV ainsi recombine\ 
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Vaccin vivant recombinant aviaire, utiiisant comme vecteur le virus de la 
laryngotracheite infectieuse aviaire. 



La presente invention a trait a des vaccins a usage aviaire a base de virus de la 
laryngotracheite infectieuse (ILTV), dans lequel a ete inseree, par recombinaison 
5 genetique, au moins une sequence nucieotidique heterologue, notamment codant pour, 
et exprimant, un polypeptide antigenique d'un agent pathogene aviaire, dans des 
conditions assurant une immunisation conduisant a une protection efficace de 1' animal 
vaccine contre ledit agent pathogene. 

Le virus de la laryngotracheite infectieuse (ILTV) est un alphaherpesvirus (B. 
— *■ 10 Roizman, Arch. Virol. 1992. 123. 425-449) qui provoque une pathologie rcspiratoire 
importante (la laryngotracheite infectieuse ou ILT) chez le poulet (L.E. Hanson et T.J. 
Bagust, Diseases of Poultry 9th edn 1991. pp 485-495. Ames, Iowa State University 
Press). Les vaccins actuellement disponibles contre cette affection contiennent une souche 
attenuee administrate par differentes voies dont les voies intranasals, conjonctivales, 
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cloacales, dans I'eau de boisson et par aerosol (L.E. Hanson et T.J. Bagust, Diseases of 
Poultry 9th Edition 1991. pp 485-495. Ames, Iowa State University Press). 

Les etudes de biologie moleculaire du virus ILTV ont permis de caracteriser le 
genome viral (M.A. Johnson etal., Arch. Virol. 1991. 119. 181-198) et d'identifier 
quelques genes du virus (A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089) dont les 
genes codant pour la thymidine kinase (UL23) (A.M. Griffin et M.E.G. Boursnell, J. 
Gen. Virol. 1990. 71. 841-850; C.L. Keeler etal.. Avian Dis. 1991. 35. 920-929), la 
glycoproteine gB (UL27) (A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 1991. 72. 393-398; K. 
Kongsuwan etal.. Virology 1991. 184. 404-410; D.J. Poulsen etal., Virus Genes 1991. 
5. 335-347), la glycoproteine gC (UL44) (D.H. Kingsley etal.. Virology 1994. 203. 
335^34317" la proteine de capside p40 (UL26) (A.M. Griffin, Nucl. Acids Res. 1990. 18. 
3664), la proteine homologue de la proteine ICP4 de I'herpes simplex (HSV-1) (M.A. 
Johnson et al.. Virus Research 1995. 35. 193-204), les proteines homologues aux 
proteines ICP27 (UL54), glycoproteine gK (UL53) et DNA helicase (UL52) de 1* HSV-1 
(M.A. Johnson etal., Arch. Virol. 1995. 140. 623-634), la ribonucleotide reductase 
(A.M. Griffin, f. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089, WO-A-90/02802), les gene UL1 a 
UL5 (W. FuchsetT.C. Mettentleiter, /. Gen. Virol. 1996. 77. 2221-2229), les genes 
presents dans la sequence unique courte du genome (U s ) (M.A. Johnson et al, DNA 
Sequence- The Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl91-194; K. 
Kongsuwan et al. ,Arch. Virol. 1995. 140. 27-39; K. Kongsuwan etal., Virus Research 
1993. 29. 125-140; K. Kongsuwan etal., Virus Gene 1993. 7. 297-303; M.A. Wild et 
al.. Virus Genes 1996. 12. 107-116; WO-A-92/03554; WO-A-95/08622). 

La presente invention a pour objectif de mettre au point un vaccin aviaire a base 
de virus ILTV recombinant exprimant un gene heterologue, ce virus etant capable de se 
repliquer et d'induire une immunite chez I'hote vaccine tout en conservant une bonne 
innocuite. 

Un autre objectif de I' invention est de proposer un tel vaccin qui soit eh meme 
temps particulierement efficace contre la laryngotracheite infectieuse (ILT). 

Un autre objectif de I' invention est de proposer un tel vaccin qui soit utilisable 
dans la vaccination de masse par voie mucosale, par exemple par voie aerosol ou dans 
I'eau de boisson, de telle maniere que la replication du virus au niveau mucosal permette 
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d'induire une immunite mucosale et systemique. Une telle immunite mucosale sera 
panicuiierement efficace pour lutier contre les maladies respiratoires, ainsi que contre 
les autres maladies pour lesquelles la pone d'entree de I'agent pathogene est mucosale. 

Un autre objectif de 1' invention est de proposer un tel vaccin qui soit utilisable 
aussi bien chez les adultes que chez les jeunes animaux. 

Un objectif specifique est de proposer un tel vaccin utilisable dans la vaccination 
de masse par voie mucosale des tout jeunes animaux tels que les poussins d'un jour. 

Un autre objectif de 1' invention est de proposer un vaccin contre 1'ILT qui ait une 
efn Hci£, a ccj^ nje,me,eventuellement 
permettre 1' insertion et 1' expression d'un gene heterologue. 

Au cours de leurs travaux sur le virus ILTV, les inventeurs ont trouve une region 
genomique qui s'est revelee tout a fait appropriee comme site d'insertion de genes 
heterologues. Cela a penmis de mettre au point un vaccin vivant recombinant a base d'un 
vecteur ILTV dans lequel est inseree au moins une sequence codant pour un immunogene 
_ aviaire, en particulier les proteines HN et F du virus de la maladie de Newcastle (NDV), 
et/ou la glycoprotein gB du virus de la maladie de Marek (MDV), et/ou la proteine VP2 
du virus de la maladie de Gumboro (IBDV), et/ou les proteines S et M du virus de la 
bronchite infectieuse (IBV). Un tel vaccin incorporant une sequence codant pour des 
proteines du NDV, du MDV et/ou de I'IBV assure une protection satisfaisante des 
animaux contre la maladie de Newcastle, contre la maladie de Marek, contre la maladie 
de Gumboro, et contre la bronchite infectieuse respectivement. 

La presente invention a done pour objet un vaccin vivant recombinant aviaire 
comprenant, comme vecteur, le virus ILTV comprenant au moins une sequence 
nucleotidique heterologue, notamment codant pour, et exprimant, un polypeptide 
antigenique d'un agent pathogene aviaire, inseree dans le locus d' insertion forme de 
I'intergene situe entre les codons "stop" des COL-D et COL-E du virus ILTV et qui, 
dans une souche ILTV particuliere, est defini entre les nucleotides 3873 et 4260 a la 
sequence SEQ ID NO:l. 
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Si la sequence particuliere decrite dans la demande (SEQ ID NO: 1) provient de 
la souche vaccinale d'lLTV T-20 12-8-66 (vaccin LT BLEN) provenant de Select 
Laboratories (10026 Main Street P.O. Box 6 Berlin, Maryland 21811, USA), il est bien 
evident que l'homme du metier pourra utiliser les autres souches d'lLTV, compte-tenu 
des informations donnees dans la presente sur la souche vaccinale. 

Le COL-E correspond au gene UL54 decrit dans 1'article de M. A. Johnson et al. 
(Arch. Virol. 1995. 140. 623-634) de la souche vaccinale australienne SA-2. La sequence 
nucleotidique du gene UL54 de la souche SA-2 est legerement differente de celle de la 
souche T-20, ce qui entraine des differences entre les sequences en acides amines des 
genes de ces 2 souches, et notamment a la partie C-terminale (codons STOP diffe rents). 
Cet'articie ne suggere en aucune maniere que fa sequence en aval du gene UL54 puisse 
etre utilisee comme locus d' insertion. 

La sequence referencee SEQ ID NO: 19 reproduit pour cette souche SA-2, une 
partie de la sequence equivalente a SEQ ID NO: l (en sens inverse). L'intergene servant 
15 de locus d'insertion conformement a l'invention est en partie compris a la SEQ ID 
NO: 19 entre les nucleotides 2808 et 3116 (demier nucleotide de cette sequence). 

Par sequence heterologue, on entend une sequence qui ne provient pas de ce locus 
d'insertion, c'est-a-dire aussi bien une sequence n'ayant pas pour origine le virus ILTV, 
qu'une sequence provenant d'une autre region genomique de ce virus, ou encore 
20 provenant d'une autre souche ILTV, notamment une souche virulente. 

Par insertion dans la region d'insertion, on entend notamment insertion simple 
ou apres deletion totale ou partielle du locus d'insertion. 

On peut inserer une ou plusieurs cassettes depression chacune comprenant au 
moins une sequence a exprimer. 
25 Pour exprimer la sequence inseree, on prefere utiliser un promoteur eucaryote fort 

tel que le promoteur CMV immediate early (IE), le LTR du virus du sarcome de Rous 
(RSV), et le promoteur precoce du virus SV40. 

Par promoteur CMV immediate early (IE), on entend notamment le fragment 
donne dans les exemples ainsi que ses sous-fragments conservant la meme activite 
30 promotrice. 

Le promoteur CMV IE peut etre le promoteur humain (HCMV IE) ou le 
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promoteur murin (MCMV IE), ou encore un promoteur CMV IE d'une autre origine, 
par exemple du singe, du rat, du cobaye ou du pore. 

D'autres promoieurs d'origine virale ou cellulaire peuvent egalement etre utilises. 
Parmi les promoteurs d'origine virale, on peut encore citer les promoteurs de genes du 
virus ILTV (genes considers comme precoce-immediats (ICP4, ICP27, ...), precoces 
(thymidine kinase, DNA helicase, ribonucleotide reductase, ...), ou tardifs (gB, gD, gC, 
gK, ...)), du virus de la maladie de Marek (MDV) (genes gB, gC, pp38, ppl4, ICP4, 
Meq,...) ou du virus de i'herpes de la dinde (herpesvirus of turkey) (genes gB, gC, 
ICP4, ...). 

La sequence nucleotidique inseree dans le vecteur ILTV pour etre exprimee peut 
etre toute sequence codant pour un polypeptide antigenique, d'un agent pathogene 
aviaire, capable, une fois exprime dans ies conditions favorables procurees par 
I'invention, d'assurer une immunisation conduisant a une protection efficace de l'animal 
vaccine contre Tagent pathogene. On pourra done inserer, dans les conditions de 
15 1' invention, les sequences nucleotidiques codant pour les antigenes d'interet pour une 
maladie donnee. 

Cette sequence nucleotidique inseree dans le vecteur ILTV peut egalement coder 
pour un polypeptide immunomodulateur, et notamment une cytokine. 

De maniere remarquable, les vaccins selon 1' invention pourront etre utilises pour 
20 fa vaccination in ovo, des poussins d'un jour ou plus et des adultes. Differentes voies 
d'administration pourront etre utilisees: la voie parenterale, ou les voies mucosales telles 
que oronasale (eau de boisson, aerosol), conjonctivale (goutte dans I'oeil) ou cloacale, 
avec une preference pour les voies permettant une vaccination mucosale de masse (eau 
de boisson, aerosol). 

25 L' invention se revele particuiierement utile aussi bien pour la protection contre 

les pathologies respiratoires que contre les pathologies systemiques en bioquant les voies 

d'entree naturelles de l'agent pathogene. 

L' invention peut notamment etre utilisee pour 1' insertion d'une sequence 

nucleotidique codant convenablement pour une proteine antigenique du virus NDV et en 
30 particulier, la glycoproteine HN ou la glycoproteine F. On obtient ainsi un vaccin vivant 

recombinant assurant, en plus d'une protection contre la laryngotracheite infectieuse, une 
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protection satisfaisante contre la maladie de Newcastle. 

Le vaccin recombinant contre la maladie de Newcastle contiendra de preference 
de 10 a 10 4 PFU/dose. 

D'autres cas preferes de I'invention sont I'insertion de sequences nucleotidiques 
codant pour des antigenes d'autres agents pathogenes aviaires, et notamment, mais de 
maniere non limitative, des antigenes du virus de la maladie de Marek, en particulier 
genes gB, gC, gD, et gH + gL (WO-A-90/02803), du virus de la maladie de Gumboro. 
en particulier gene VP2, du virus de la bronchite infectieuse (IBV), en particulier genes 
S et M (M. Binns etal, J. Gen. Virol 1985. 66. 719-726 ; M. Boursnell etal. Virus 
Research 1984. 1. 303-313), du virus de I'anemie du poulet (CAV), en particulier VP1 
(52 kDa) + VP2 (24 kDa) (N.H.M. Noteborn etal., J. Virol. 1991. 65. 3131-3139), 
du virus ILTV, en particulier les genes codant pour gB (A.M. Griffin, J. Gen. Virol. 
1991. 72. 393-398), ou pour gD (M.A. Johnson etal, DNA Sequence-The Journal of 
Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl91-194. Harwood Academic Publishers 
15 GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan et al, Virus Genes 1993. 7. 297-303), et du 
virus du syndrome infectieux du g'onflement de la tete ("swollen head syndrome" ou 
pneumovirose du poulet ou turkey rhinotracheitis virus (TRTV) de la dinde; 
pneumovirus), en particulier la glycoproteine de fusion F (Q. Yu et al, J. Gen. Virol 

1991. 72. 75-81), ou la glycoproteine d'attachement G (R. Ling et al, J. Gen. Virol. 

1992. 73. 1709-1715; K. JuhaszetJ. Easton, /. Gen. Virol 1994. 75. 2873-2880). Les 
doses seront de preference les memes que celles pour le vaccin de Newcastle. 

Dans le cadre de la presente invention, on peut bien entendu inserer plus d une 
sequence heterologue dans le meme virus ILTV, notamment dans ce locus. On peut 
notamment y inserer des sequences provenant d'un meme virus ou de virus differents, 
25 ce qui comprend egalement 1' insertion de sequences d'lLTV et d'un autre virus aviaire. 
On peut egalement y associer des sequences codant pour des immunomodulateurs, et en 
particulier des cytokines.- 

Par exemple, on associe au promoteur CMV IE un autre promoteur de facon que 
leurs extremites 5' soient adjacentes (ce qui implique des transcriptions dans des sens 
opposes), ce qui permet d' inserer, dans la zone d' insertion, deux sequences 
nucleotidiques, Tune sous la dependance du promoteur CMV IE. I'autre sous celle du 
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promoteur associe. Cene construction est remarquable par le fait que la presence du 
promoteur CMV IE, et notamment de sa partie activatrice (enhancer), active la 
transcription induite par le promoteur associe. Le promoteur associe peut etre en 
paniculier un promoteur d'un gene du virus ILTV ou du virus MDV ou HVT. 
^ Un cas interessant de I invention est un vaccin comprenant une sequence 

nucleoti.Jique codant pour HN de NDV et une sequence nucleotidique codant pour F de 
NDV ou un antigene d'une autre maladie aviaire, notamment celles citees plus haut. Tun 
des genes etant sous le controle du promoteur CMV IE, et 1' autre sous le controle du 
promoteur associe. 

10 On peutaussi monter deux promoteurs CMV IE d'origines differentes avec Jeurs 

extremites 5* adjacentes. 

L'expression de plusieurs genes heterologues inseres dans le locus d' insertion peut 
egalement etre rendu possible par insertion entre les cadres ouverts de lecture de ces 
genes d'une sequence appelee "IRES" (Internal Ribosome Entry Site) provenant 
15 notamment d'un picomavirus tel le virus de la maladie vesiculate du pore (swine 
vesicular disease virus, SVDV; B.-F. Chen eial, J. Virology, 1993, 67, 2142-2148), 
le virus de i 'encephalomyocardite (EMCV; R.J. Kaufman et al. , Nucleic Acids Research, 
1991, 19, 4485-4490), le virus de la fievre aphteuse (FMDV; N. Luz et E. Beck, /. 
Virology, 1991, 65. 6486-6494), ou encore d'une autre origine. Le contenu des 3 articles 
20 cites est incorpore par reference. La cassette d'expression de deux genes aurait done la 
structure minimale suivante: promoteur - gene 1 - IRES - gene2 - signal de 
polyadenylation. Le vaccin vivant recombinant selon l'invention pourra done 
comprendre, inseree dans le locus d'insertion, une cassette d'expression comprenant k 
successivement un promoteur, deux ou plusieurs genes separes deux a deux par un IRES, ! 
25 et un signal de polyadenylation. 

En plus de I' insertion dans le locus selon l'invention, on peut realiser une ou 
plusieurs autres insertions, une ou plusieurs mutations, ou une ou plusieurs deletions 
ailleurs dans le genome; si la souche parentale est virulente, on peut par exemple 
inactiver (par deletion, insertion ou mutation) des genes impliques dans la virulence tels 
que le gene thymidine kinase, le gene ribonucleotide reductase, le gene gE,... Dans tous 
les cas, 1'insenion dans un autre locus que celui decrit dans l'invention, permet 
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d'exprimer d'autres genes. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin contre TILT comprenant un 
virus ILTV recombinant dans lequel on a insere en amont des genes codant pour des 
immunogenes majeure de 1'ILTV, de preference les genes codant pour gB (A.M. Griffin, 
J. Gen. Virol. 1991. 72. 393-398), ou pourgD (M.A. Johnson etai, DNA Sequence- 
The Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl91-194. Hanvood Academic 
Publishers GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan etai, Virus Genes 1993. 7. 297- 
303), un promoteur exogene, en particulier un promoteur fon tel que decrit plus haut. 
Cela permet d'augmenter le niveau d'expression de l'un ou plusieurs de ces genes et ainsi 
conduire a un vaccin a efficacite accrue contre TILT. On peut bien sur combiner cela 
avec une construction telle que decrite plus haut comprenant 1' insertion d'une sequence 
heterologue dans le locus d'insertion. 

La presente invention a aussi pour objet une formule de vaccin multivalent, 
comprenant, en melange ou a melanger, un vaccin tel que defini plus haut avec un autre 
15 vaccin, et notamment un autre vaccin vivant recombinant aviaire tel que defini plus haut, 
ces vaccins comprenant des sequences inserees differentes, notamment de pathogenes 
differents. 

La presente invention a aussi pour objet une methode de preparation des vaccins 
selon I' invention, telle qu'elle ressortde la description. 

La presente invention a aussi pour objet une methode de vaccination aviaire 
comprenant radministration d'un vaccin vivant recombinant ou d'une formule de vaccin 
multivalent tel que defini plus haut. Elle a notamment pour objet une telle methode pour 
la vaccination in ovo, des poussins d'un jour ou plus et des adultes. Differentes voies 
d'administration du vaccin peuvent etre utilisees (voir plus haut) avec une preference 
25 pour les voies permettant une vaccination de masse par voie mucosale (aerosol, eau de 
boisson), la dose de vaccin etant choisie de preference entre 10' et 10 4 par animal. 

La presente invention a aussi pour objet un virus ILTV comprenant au moins une 
sequence nucleotidique heterologue telle que decrite ci-dessus inseree dans le locus 
d'insertion tel que defini plus haut. 
30 ^ presente invention a encore pour objet tout ou partie de la sequence SEQ ID 

NO: 1. Par partie de la sequence, on entend non seulement les COLs caracterises pris 
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separement et leurs fragments, mais aussi la region intergenique situee entre les COLs 
D et E, et les fragments situes de chaque cote de cette region intergenique, qui peuvent, 
le cas echeant inciure une partie de cene region intergenique, ces fragments pouvant 
servir de bras flanquant pour une recombinaison homologue, technique parfaitement 
connue de I'homme du metier. De maniere generate, mais sans que cela soit iimitatif, 
les bras flanquants pourront avoir de 100 a 1500 paires de bases. 



L' invention va etre maintenant decrite plus en detail a l'aide d'exemples de 
realisation non limitatifs, pris en reference au dessin, dans lequel : 
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Figure 1 : Cane de restriction du fragment clone et position des COLs 



Figure 2 

Figure 3 
Figure 4 
Figure 5 : 
Figure 6 : 
Figure 7 : 
Figure 8 : 
Figure 9 : 
Figure 10 
Figure 11 
Figure 12 
Figure 13 
Figure 14 
Figure 15 
Figure 16 
Figure 17 
Figure 18 



Sequence de 7082 pb et traduction des COLs A, B, C, D, E et F de la 

souche vaccinale T-20 de Select Laboratories 

Schema d'obtention du plasmide pEL168 

Schema d'obtention du plasmide pEL024 

Schema d'obtention du plasmide pEL027 

Schema du plasmide pEL169 

Schema d'obtention du plasmide pCD009 

Schema d'obtention du plasmide pEL070 

Schema du plasmide pEL170 

sequence du gene HN du NDV 

Schema d'obtention du plasmide pEL030 

Schema du plasmide pEL171 

Schema du plasmide pEL033 

Schema du plasmide pEL172 

Schema de double cassette d' expression 

Schema d'obtention du plasmide pCDOll 

Schema du plasmide pEL181 

Sequence de 3116 pb et traduction des UL53 et 54 de la souche SA-2 
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Liste des sequences 




SEQ ED NO: 1 


Sequence du fragment EcoRl-EcoM (7082 pb, voir figure 2) 


SEQ ID NO:2 


Oligonucleotide EL005 


SEQ ED NO:3 


Oligonucleotide EL006 


SEQ ID NO:4 


Oligonucleotide EL007 


SEQ ED NO:5 


Oligonucleotide EL008 


SEQ ED NO:6 


Oligonucleotide MB070 


SEQ ED NO:7 


Oligonucleotide MB071 


SEQ ED NO:8 


Sequence du gene HN du NDV (voir figure 10) 


SEQ ED NO:9 


Oligonucleotide EL071 


SEQ ED NO: 10 


Oligonucleotide EL073 


SEQ ED NO: 11 


Oligonucleotide EL074 


SEQ ED NO: 12 


Oligonucleotide EL075 


SEQ ED NO: 13 


Oligonucleotide EL076 


SEQ ED NO: 14 


Oligonucleotide EL077 


SEQ ED NO: 15 


Oligonucleotide CD001 


SEQ ED NO: 16 


Oligonucleotide CD002 


SEQ ED NO: 17 


Oligonucleotide CD003 


SEQ ED NO: 18 


Oligonucleotide CD004 


SEQ ED NO: 19 


Sequence de la souche SA-2 (3116 bp, a partir du site EcoRl en 




position 1696 de la sequence de Genbank n° d'acces L34065 ; 




voir figure 18) 



EXEMPLES 



Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les techniques 
25 standards de biologie moleculaire decrites par Sambrook J. et al. {Molecular Cloning: 
A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. 
New York. 1989). Tous les fragments de restriction utilises pour la presente invention 
ont ete isoles en utilisant le kit "Geneclean" (BIO101 Inc. La Jolla, CA). 
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Le virus utilise comme virus parental peut etre choisi parmi les souches vaccinales 
decrites dans J.R. Andreasen et al. {Avian Diseases 1990. 34. 646-656) ou la souche T- 
20 12-8-66 vaccin LT BLEN provenant de Select laboratories 10026 Main Street P.O. 
Box 6 Berlin, Maryland 21811, USA. On peut egalement utiliser des souches virulentes 
telles que la souche de Lutticken (voir ci-dessus), la souche N-71851 (ATCC VR-783) 
ou la souche 83-2 de I'USDA, que I'on peut attenuer par les techniques connues, par 
exemple celle decrite dans WO-A-95/08622. 
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Exemple 1: Culture du virus ILTV : 

Le virus ILTV (souche T20 de Select Laboratories) est cuitive sur des cellules primaires 
de reins de poulets (CRP); ces cellules sont mises en culture en milieu MEM 
complement avec 3% de serum de veau foetal (SVF) dans des flacons de culture de 75 
cm 2 (2 10 5 cellules/cm 2 ) un ou deux jours avant inoculation. 

Le jour de I' inoculation, un flacon de 1000 doses de vaccin lyophilise est resuspendu 
dans 10 ml de milieu MEM complement avec 1% de SVF; environ 0,5 ml de cene 
solution est ensuite depose sur la culture de CRP. Le lendemain, le milieu est change, 
et le surlendemain, lorsque I'effet cytopathogene (ECP) se generalise, les flacons de 
culture sont congeles a -70°C. 

La culture du virus ILTV peut egalement etre faite sur des cellules immortalisees de foie 
de poulet, et notamment sur la lignee LMH (W.M. Schnitzlein et ai. Avian Diseases 
1994.38.211-217). 



Exemple 2: Preparation de l'ADN genomique de 1'ILTV : 

Apres 2 cycles de congelanon/decongelation, la culture d'lLTV (2 flacons de 75 cm 2 ) est 
recoltee et centrifugee a basse vitesse (5000 tr/min dans un rotor 20, centrifugeuse 
^ Beckman JA21, pendant 5 minutes) pour eliminer les gros debris cellulaires. Le 
surnageant est ensuite ultracentrifuge (100000 tr/min rotor TLA100.3, centrifugeuse 
Beckman TL100, pendant 1 heure). Le culot est alors repris dans 1,6 ml de TEN-SDS 
20 (Tris pH 8,0 lOmM; EDTA ImM; NaCl 0,5M; sodium dodecyl sulfate 0,5 %), et 35 M l 
d une solution de proteinase K a 20 mg/ml sont ensuite ajoutes; la solution est incubee 
3 a 4 heures au bain marie a 37°C, et l'ADN est ensuite extrait 3 fois au 
phenol/chloroforme et 1 fois au chloroforme, puis il est precipite a 1'ethanol a -20°C. 
Apres centrifugation, le culot est rince a l'ethanol 70%, seche et resuspendu dans 200 
Ml TE (Tris pH8.0 lOmM; EDTA ImM). La concentration en acide nucleique est ensuite 
dosee au spectrophotometre (DO 260 ). L'ADN peut etre directement digere par les 
enzymes de restriction appropriees, pour etre ensuite clone dans le plasmide pBlue Script 
II SK + ; de meme, il pourra egalement etre utilise dans les experiences de transfection 
pour I'obtention d'un virus recombinant. 
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Excmple 3: Isolement et purification de virus recombinant ELTV 

Le plasmide donneur compose d'une cassette d'expression d'un polypeptide insere entre 
deux regions flanquantes du locus d' insertion est digere par une enzyme de restriction 
permettant la linearisation du plasmide, puis il est extrait avec un melange 
phenol/chloroforme, precipite avec de l'ethanol absolu, et repris dans de l'eau sterile. 
Des cellules CRP primaires de 24 heures sont ensuite transfectees avec le melange 
suivant: 0,2 a 1 p.g de plasmide donneur linearise + 2 a 5 ^g d'ADN viral d'lLTV 
(prepare comme dans l'exemple 2) dans 300 ^1 de milieu OptiMEM (Gibco BRL Cat* 
041-01985H) et 100 pg de LipofectAMINE dilues dans 300 M l de milieu (volume final 
du melange = 600 pi). Ces 600/tl sont ensuite dilues dans 3 ml (volume final) de milieu 
w ^~^t^TeT$ur~5 . KPTKPTI^inefinge est lais^l^contacTav^^ 

heures, puis elimine et remplace par 5 ml de milieu de culture. Us cellules sont alors 
laissees en culture pendant 3 a 8 jours a + 37° C, puis, lorsque I'effet cytopathogene est 
apparu, elles sont congelees a -70°C. Apres decongelation et eventuellement sonication, 
15 cette population virale est clonee en dilution limite en microplaques (96 puits) afin 
d'isoler une population homogene de virus recombinant " Ces' plaques sont laissees" en 
culture pendant 1 a 3 jours, puis le sumageant est recolte dans une plaque 96 puits vide 
• et la plaque contenant les surnageants est placee a 4°C ou a -70°C. Us cellules restant 
dans les autres plaques sont ensuite fixees a I'acetone 95% pendant 20 a 30 minutes a - 
20 20°C, ou pendant 5 minutes a temperature ambiante. Une reaction 
d' immunofluorescence indirecte (IFI) est realisee avec un anticorps monoclonal dirige 
contre le polypeptide exprime pour rechercher les plages exprimant ce polypeptide. Un 
nouveau clonage est ensuite effectue de la meme maniere (en dilution limite en plaques 
96 puits) a partir du sumageant present dans les cupules des plaques mises a 4°C ou a 
25 -70°C et correspondant aux cupules presentant des plages positives en IFI. En general, 
4 cycles d' isolement successifs (dilution limite, recolte du sumageant, controle des 
cellules par in, dilution limite a partir du sumageant...) suffisent pour obtenir des virus 
recombinants dont la totalite de la progenie presente une fluorescence specifique. L'ADN 
genomique de ces virus recombinants est caracterise au niveau moleculaire par des 
30 techniques classiques de PCR et de Southern blot en utilisant les oligonucleotides et les 
sondes d'ADN appropries. 
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L'isolemenl de vims recombinant peut egakment se faire par hybridation avec une sonde 
specifique de la cassette depression inseree. Pour cela, la population virale recoltee 
apres transfection est diluee et deposee sur des cellules CRP (cultivees en boite de Petri) 
de maniere a obtenir des plages isolees. Apres un contact d'l heure a 37°C, le milieu 
defection est elimine et remplace par 5 ml de milieu MEM a 1 % d'agarose, maintenu 
en surfusion a 42°C. Lorsque 1'agarose est solidifie, les boites sont incubees 48 a 72 
heures a 37°C en etuve C0 2 jusqu'a apparition de plages. La couche d'agarose est alors 
eliminee et un transfen des plages virales est realise sur une membrane sterile de 
nitrocellulose de meme diametre que la boite de Petri ayant servi a la culture. Cette 
membrane est elle-meme transferee sur une autre membrane de nitrocellulose de maniere 
a obtenir une "copie" inversee du preiiiier transfer! Les plages transferees sur cene 
derniere copie sont alors hybridees, selon les techniques usuelles connuerde l'homme 
de Tan, avec un fragment d'ADN de la cassette depression marque a la digoxigenine 
(DNA Labelling Kit, Boehringer Mannheim, CAT ft 1175033). Apres hybridation, 
15 lavages et mise en contact avec le substrat de revelation, la membrane de nitrocellulose 
. est.mise en contact avec un film autoradiographique. Les images d'hybridation positive 
sur cette membrane indiquent quelles sont les plages qui contiennent des virus ILTV 
. . recombinants ayant insere la cassette d'expression. Les plages correspondant a ces plages 
positives sont decoupees sterilement sur la premiere membrane de nitrocellulose, placees 
dans un tube Eppendorf contenant 0,5 ml de milieu MEM et soniquees pour liberer les 
virions de la membrane. Le milieu contenu dans le tube Eppendorf est ensuite dilue en 
milieu MEM et les. dilutions ainsi obtenues servent a infecter de nouvelles cultures de 
cellules CRP. 



Exemple 4: Clonage et ca racterisation d'une region eenomique de 1'ILTV 
L'ADN extrait du virus ILTV a ete digere par Tenzyme de restriction EcoRl pendant 2 
heures a 37°C. L' enzyme de restriction a ensuite ete elimine par une extraction au 
phenol/chloroforme, suivie d'une precipitation a I'ethanol. Us fragments resultant de 
cette digestion ont ensuite ete ligatures (une nuit a 14°C) avec le plasmide pBlueScriptll 
SK+ (pBS SK + ; Stratagene) digere par EcoRl et traite a la phosphatase alcaline ; 
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I' analyse des clones obtenus apres transformation de bacteries E. coli DH5a et culture 
sur boiies de milieu complement^ en ampiciline a permis d' identifier des inserts EcoRl- 
Eco-Rl de tallies differentes, dont un fragment d'environ 7 kb (plasmide pEL133). 



Le sequenpage complet de T insert present dans pEL133 (voir figure 1) a permis de 
5 mettre en evidence cinq cadres ouverts de lecture (COLs) complets d'au moins 120 

acides amines (COLs A, B, C, D et E), et une partie d'un autre COL (COL F). La cane 

de restriction de cette region genomique clonee et sequencee, est montree a la figure 1; 
«^«^JMs^ issRts&t a Ja, figure 2. La position. et-Ia— 

sequence en acides amines des COLs A, B, C, D, E et F sont egalement montrees sur 
10 les figures 1 et 2 respectivement. 

La sequence entre les codons STOP des COLs D et E (position de 3873 a 4260 sur SEQ 

ID NO:l), est utilisable pour inserer des cassettes d'expression de polypeptides dans le 
, J?i n ? me de 1'ILTV. Cette sequence est appelee locus d'insertion. L* insertion peut se fa]re T . 

avec ou sans deletion dans la region intergenique (voir exemple 5). 

15 Exemple 5: Construction du plasmide donneur pEL168 pour T insertion dans la 
region intergenique entre les COLs D et E 

Le plasmide pBluescript II SK+ (pPB SK+ ; Stratagene) a etc digere par les enzymes 
Xhol et HindU, et ensuite traite a T ADN polymerase (fragment de Klenow) en presence 
de dNTP pour rendre les bouts francs. Apres ligature et transformation des bacteries E. 
20 coli, le clone pEL166 (2957 pb) a ete obtenu. 

Le plasmide pEL166 a ete digere par les enzymes Scall ttXbal, et ensuite traite a V ADN 
polymerase (fragment de Klenow) en presence de dNTP pour rendre les bouts francs. 
Apres ligature et transformation des bacteries E. coli, le clone pEL167 (2944 pb) a ete 
obtenu. 

25 Les oligonucleotides EL005 (SEQ ID No:2) et EL006 (SEQ ID No:3) ont servi d'amorce 
pour une premiere amplification en chaine par la Taq polymerase (PCR). Les 
oligonucleotides EL007 (SEQ ID No:4) et EL008 (SEQ ID No:5) ont servi d'amorce 
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pour une deuxieme amplification en chaine par la Taq polymerase (PCR). 

EL005 (SEQ ID No : 2) : 5' TGCCGGAGCGCAACCGCATGG 3' 
EL006 (SEQ ID No : 3) : 5' GACACCGAATTCGTAAGCTTTCCCCGGGCAGTCG 

ACAACGTGGAGCA1T1T1 ATTTATC 3' 

EL007 (SEQ IDNo : 4) : 5' GTGTTATCTCTCTAGCATTGGC 3' 
EL008 (SEQ ID No : 5) : 5' AGTTCTGAATTCGTGTCCGTTGTATTGTATTC 3' 

Les PCR ont ete effectuees en presence de tampon PCR, de dNTP, d'ADN du plasmide 
'pELl3375e 5 f2q' porymeraSe, eYpourla premiere PCR, des oligonucIeotiderKL005 "et 
EL006, et pour la deuxieme PCR, des oligonucleotides EL007 et EL008. 

10 Pour les deux PCR, 25 cycles ont ete effectues (30 secondes a 94°C ; 30 secondes a 
60°C et 30 secondes a 72°C). Les produits des deux PCR ont ete purifies par une 
extraction au phenol/chloroforme, suivie d'une purification par Tethanol. Le produit de 
la premiere PCR (EL005/EL006) a ensuite ete digere par les enzymes de restriction BstBl 
et EcoRl pendant 2 h a 37°C pour donner un fragement d'ADN BstBl-EcoRl de 1132 

15 pb qui a ete elue apres electrophorese en gel d'agarose. Le produit de la deuxieme PCR 
(EL007/EL008) a ensuite ete digere par les enzymes de restriction BgM et EcoRi 
pendant 2 h a 37°C pour donner un fragment d'ADN BgHVEcoRl de 550 pb qui a ete 
elue apres electrophorese en gel d'agarose. Le plasmide pEL167 a ete digere par les 
enzymes Clal et fiamHL Les deux fragements de PCR BstBl-EcoRI (1132 pb) et Bgllh 

20 EcoRl (550 pb) ont ete ligatures une nuit a 14°C avec le plasmide pEL167 digere par 
Clal et BamHl. Apres transformation des bacteries E. coli, et culture sur boites de milieu 
complemente en ampicilline, le clone pEL168 (4589 pb), comprenant un polylinker 
EcoRl - Hindlll - Smal - Sa/I a ete obtenu (voir schema d'obtention de pEL168 a la 
figure 3). 



5 
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Exemple 6: Construction du plasmide donneur pEL169 pour T insertion d f une 
cassette d'expression du gene VP2 de I'lBDV sous controle du promoteur HCMV 
EE dans le site intergenique entre les COLs D et E, et isolement de vILTV13 : 

6.1 - Clonage du gene VP2 du virus de la maladie de Gumboro (IBDV) et construction 
d'une cassette d' expression de VP2 sous controle du promoteur HCMV IE 

Le plasmide pEL004 (voir figure 4; = plasmide pGH004 decrit dans la demande de 
brevet franfais 92.13109) contenant le gene IBDV VP2 sous forme d'une cassette 
BamHhHindlU a ete digere par BamHl et Xbal pour isoler le fragment BamHhXbal 
(gene VP2 tronque) de 1104 pb. Ce fragment a ete clone dans le vecteur pBS SK+, 
- prealablemeni^iger^a^33^2:5l^ BamHl pear doitiierie plasmide pEL022 de*4052 pb 
(figure 4). Le vecteur pBS-SK+ a ete digere par EcoRV et Xbal y puis ligature sur lui- 
meme pour donner pBS-SK* (modifie). Le plasmide pEL004 a ete digere par Kpnl et 
Hindlll pour isoler le fragment Kpnl-Hindlll de 1387 pb contenant le gene IBDV VP2 
complet. Ce fragment a ete clone dans le vecteur pBS-SK*, prealablement digere par 
Kpnl et Hindlll, pour donner le plasmide pEL023 de 4292 pb (figure 4). Le plasmide 
pEL022 a ete digere par BamHl et Notl pour isoler le fragment BamWVNotl de 1122 pb 
(fragment A). Le plasmide pEL023 a ete digere par BamRl et Notl pour isoler le 
fragment BamHl-Notl de 333 pb (fragment B). Les fragments A et B ont ete ligatures 
ensemble avec le vecteur pBS-SK + , prealablement digere par Notl et traite avec la 
phosphatase alcaline, pour donner le plasmide pEL024 de 4369 pb (figure 4). 
Le plasmide pEL024 a ete digere par Notl pour isoler le fragment Notl-Notl de 1445 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le plasmide pCMVfl (Clontech Cat# 6177-1, figure 5), 
prealablement digere par Notl, pour donner le plasmide pEL026 de 5095 pb (figure 5). 

Le plasmide pEL026 a ete digere par EcoRI 7 Sail et Xmnl pour isoler le fragment 
EcoRl-Sall de 2428 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pBS-SK+, 
prealablement digere par EcoRl et Sail, pour donner le plasmide pEL027 de 5379 pb 
(figure 5). 

6.2 - Construction du plasmide donneur pEL169 

Le plasmide pEL027 a ete digere par £a?RI, Sail et Xmnl pour isoler le fragment £a>RI- 
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5a/I de 2428 pb. Ce fragment a ete ligature dans le plasmide pELl68 (voir exemple 5 
et figure 3), prealablement digere par EcoRI et Sail, pour dormer le plasmide pEL169 
de 7007 pb (figure 6). 

6.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV13 

Le virus vILTV13 a ete isole et purifie apres cotransfection de l'ADN du plasmide 
pEL169 prealablement linearise par l'enzyme Kpnl et de l'ADN viral, comme decrit dans 
I 'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette HCMV-IE/IBDV VP2 dans le site 
intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 7: Construction du plasmide donneur pEL170 pour I'insertion d'une 
cassette d' expression du gene VP2 de 1'IBDV sous controle du promoteur MCMV 
IE dans le site intergenique entre les COLs D et E et isolement de vELTV14 : 

7.1 - Construction de pEL070 contenant une cassette d' expression du gene VP2 de 
I'IBDV sous controle du promoteur immediate early (IE) du MCMV (Mouse 
CytoMegaloVirus) 

Le plasmide pCMVfi (Clontech Cat# 6177-1, figure 7) a ete* digere par Sail et Smal pour 
isoler le fragment SaR-Smal de 3679 pb contenant le gene lacZ ainsi que le signal de 
poly-adenylation du gene tardif du virus SV40. Ce fragment a ete insere dans le vecteur 
pBS-SK + , prealablement digere par Sail tlEcoRV, pour donner le plasmide pCD002 
de 6625 pb (figure 7). Ce plasmide contient le gene reporter lacZ mais aucun promoteur 
n'est situe en amont de ce gene. 

Le virus MCMV souche Smith a ete obtenu de l'American Type Culture Collection, 
Rockville, Maryland, USA (ATCC N° VR-194). Ce virus a ete cultive sur cellules 
d'embryon de souris Balb/C et l'ADN viral de ce virus a ete prepare comme decrit par 
Ebeling A. etal. (J. Virol. 1983. 47. 421-433). Cet ADN genomique viral a ete digere 
par Pstl pour isoler le fragment Pstl-Pstl de 2285 pb. Ce fragment a ete clone dans le 
vecteur pBS-SK + , prealablement digere par Pstl et traite avec la phosphatase alcaline, 
pour dormer le plasmide pCD004 (figure 7). Le plasmide pCD004 a ete digere par Hpa\ 
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ei Psi\ pour isoler le fragment Hpal-Pstl de 1389 pb qui contient la region 
promotrice/activatrice du gene Immediate-Early du cytomegalovirus murin (Murine 
CytoMegaloVirus = MCMV) (Dorsch-Hasler K. etal. Proc. Natl. Acad. Sci. 1985. 82. 
8325-8329, et demande de brevet WO-A-87/03905). Ce fragment a ete clone dans le 
5 plasmide pCD002, prealablement digere par Pstl et Smal, pour donner le plasmide 
pCD009 de 8007 pb (figure 7). 

Un oligonucleotide double brin a ete obtenu par hybridation des deux oligonucleotides 
suivants : 

MB070 (SEQ ID NO:6) 

10 5' CGAATTCACTAGTGTGTGTCTGCAGGCGGCCGCGTGTGTGTCGACGGTAC 

3' 

MB071 (SEQ ID NO:7) 

5' CGTCGACACACACGCGGCCGCCTGCAGACACACACTAGTGAATTCGAGCT 

3' 

15 Cet oligonucleotide double brin a ete ligature avec le vecteur pBS-SK + , prealablement 
digere par Kpnl et Sari, pour donner le plasmide pEL067 (figure 8). 
Le plasmide pCD009 a ete digere par Pstl et Spel pour isoler le fragment Pstl-Spel de 
1396 pb. Ce fragment a ete ligature avec le plasmide pEL067, prealablement digere par 
Pstl et Spel, pour dormer le plasmide pEL068 de 4297 pb (figure 8). Le plasmide 

20 pEL024 (voir exemple 6, paragraphe 6. 1 et figure 5) a ete digere par Hindlll et Notl 
pour isoler le fragment HindlU-Notl de 1390 pb (fragment A). Le plasmide pEL027 (voir 
exemple 6, paragraphe 6.1 et figure 5) a ete digere par Hindlll et Sail pour isoler le 
fragment Jiindlll-Sall de 235 pb (fragment B). Les fragments A et B ont ete ligatures 
ensemble avec le plasmide pEL068, prealablement digere par Notl et Sail, pour donner 

25 le plasmide pEL070 de 5908 pb (figure 8). Ce plasmide contient done une cassette 
depression constitute du promoteur IE du MCMV, du gene VP2 et du signal polyA 
de SV40. 

7.2 - Construction du plasmide donneur pEL170 

Le plasmide pEL070 a ete digere par EcgRI, Sail ttXmnl pour isoler le fragment EcoRl- 
30 Sail de 3035 pb. Ce fragment a ete ligature dans le plasmide pEL168 (voir exemple 5 
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et figure 3), prealablement digere par £coRJ et Sail, pour donner le plasmide pEL170 
de 7602 pb (figure 9). Ce plasmide permet I' insertion de la cassette d'expression 
MCMV-IE/IBDV-VP2 dans le site intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV. 
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7.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV14 

Le virus vILTV14 a ete isole et purifie apres cotransfection de l'ADN du plasmide 
pEL170 prealablement linearise par I'enzyme ZtoHII et de l'ADN viral, comme decrit 
dans l'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/IBDV VP2 dans le 
site intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5). 



Exemple 8: Construction du plasmide donneur pEL171 pour 1' insertion d'une 
cassette d'expression du gene HN du NDV dans le site intergenique entre les COLs 
D et E et isolement de vILTVIS: 



8.1 - Cionage'du gene HN du virus de la maladie de Newcastle (NDV) 

La constitution d'une banque d'ADN complementaire du genome du virus de la maladie 

de Newcasde (NDV), souche Texas, a ete realisee comme decrit par Taylor J. et al. (J. 

15 Virol. 1990. 64. 1441-1450). Un clone pBR322 contenant la fin du gene fusion (F), la 
totalite du gene hemagglutinine-neuraminidase (HN) et le debut dii gene de la polymerase 
a ete identifie pHNOl. La sequence du gene NDV HN contenue sur ce clone est 
presentee sur la figure 10 (SEQ ID NO: 8). Le plasmide pHNOl a ete digere par Sphl et 
Xbal pouF isoler le fragment Sphl-Xbal de 2520 pb. Ce fragment a ete ligature avec le 

20 vecteur pUC19, prealablement digere par Sphl et Xbal, pour donner le plasmide pHN02 
de 5192 pb. Le plasmide pHN02 a ete digere par Clal et Pstl pour isoler le fragment 
Clal-Pstl de 700 pb (fragment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides 
suivants: 

EL071 (SEQ ID NO:9) 5' CAGACCAAGCTTCTTAAATCCC 3' 
25 EL073 (SEQ ID NO: 10) 5' GTATTCGGGACAATGC 3' 

et la matrice pHN02 pour produire un fragment PCR de 270 pb. Ce fragment a ete 
digere par Hindlll et Pstl pour isoler un fragment Hindlll-Pstl de 220 pb (fragment B). 
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Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pBS-SK + , prealablement 
digere par Clal et Hindlll, pour donner le plasmide pEL028 de 3872 pb (figure 1 1). Le 
plasmide pHN02 a ete digere par Bspbl et Clal pour isoler le fragment Bsphl-Clal de 425 
pb (fragment C). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides suivants: 
5 EL074 (SEQ ID NO: 11) 5' GTGACATCACTAGCGTCATCC 3' 
EL075 (SEQ ID NO: 12) 

5' CCGCATCATCAGCGGCCGCGATCGGTCATGGACAGT 3' 
et la matrice pHN02 pour produire un fragment PCR de 465 pb. Ce fragment a ete 
digere par Bsphl et Notl pour isoler le fragment Bsphl-Notl de 390 pb (fragment D). Les 
^O^^fragments-C^t-rD ont ete ligatures ens^bte avec Je vecteur pBS-SK+ t . preaiablemem- 
digere par Clal ztNotl, pour donner le plasmide pEL029bis de 3727 pb (figure 11). Le 
plasmide pEL028 a ete digere par Clal et Sacll pour isoler le fragment Clal-Sacll de 960 
pb (fragment E). Le plasmide pEL029bis a ete digere par Clal et Notl pour isoler le 
fragment Clal-Notl de 820 pb (fragment F). Les fragments E et F ont ete ligatures 
15 ensemble avec le vecteur pBS-SK+, prealablement digere par Notl et Sacll, pour donner 
le plasmide pEL030 de 4745 pb (figure 11). 

8.2 - Construction du plasmide pEL171 contenant une cassette d' expression de HN du 
NDVdans le site intergenique entre les COLs D et E 

20 Le plasmide pEL030 a ete digere par Notl pour isoler le fragment Notl-Notl de 1780 pb 
(gene NDV HN entier). Ce fragment a ete insere dans les sites Notl du plasmide pEL170 
(exemple 7, figure 9) a la place du fragment Notl-Notl de 1405 pb contenant le gene 
codant pour la proteine VP2 de 1'IBDV; ce clonage a permis d'isoler le plasmide pEL171 
de 7978 pb (figure 12). Ce plasmide permet l'insertion de la cassette depression 

25 MCMV-IE/NDV-HN dans le site intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV. 



S.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTVIS 

Le virus vILTVIS a ete isole et purifie apres cotransfection de TADN du plasmide 
pEL171 prealablement linearise par Tenzyme BssHll et de l'ADN viral, comme decrit 
dans I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV HN dans le site 
30 intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5). 
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Excmple 9: Construction du plasmide donneur pEL172 pour 1'insertion d'une 
cassette d'expression du gene F du NDV dans le site intergenique entre les COLs D 
et E et isolement de vILTV16 : 

9.7 - Clonage du gene F du virus de la maladie de Newcastle (NDV) 
5 * Un clone provenant de la banque d'ADN complementaire du genome du virus de la 
maladie de Newcasde (voir exemple 8, paragraphe 8. 1) et contenant le gene fusion (F) 
en entier a ete appele pNDV81. Ce plasmide a ete decrit precedemment et la sequence 
du gene NDV F present sur ce clone a ete publiee (Taylor J. et al. J. Virol., 1990, 64, 
1441-1450). Le plasmide pNDV81 a ete digere par Narl et Pstl pour isoler le fragment 
10 Narl-Pstl de 1870 pb (fragment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides 
suivants: 

EL076 (SEQ ID N° 13) 5' TGACCCTGTCTGGGATGA 3' 
EL077 (SEQ ID N° 14) 

5* GGATCCCGGTCGACACATTGCGGCCGCAAGATGGGC 3' 



par Pstl et Sail pour isoler le fragment Pstl-SaH de 130 pb (fragment B). Les fragments 
A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pBS-SK+, prealablement digere par 
Clal et San, pour donner le plasmide pEL033 de 4846 pb (figure 13). 

9.2 - Construction du plasmide pEL172 contenant une cassette d' expression du gene F 



Le plasmide pEL033 a ete digere par Notl pour isoler le fragment Not\-Not\ de 1935 pb 
(gene F entier). Ce fragment a ete insere dans les sites Notl du plasmide pEL170 
(exemple 7, figure 9) a la place du fragment Notl-Notl de 1405 pb contenant le gene 
codant pour la proteine VP2 de TIBDV; ce clonage a permis d' isoler le plasmide pEL172 
de 8131 pb (figure 14). Ce plasmide permet ['insertion de la cassette d'expressTon 
MCMV-IE/NDV-F dans le site intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV. 

9.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV16 

Le virus vILTV16 a ete isole et purifie apres cotransfection de I'ADN du plasmide 



15 



et la matrice pNDV81 pour produire un fragment de 160 pb. Ce fragment a ete digere 
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du NDV dans le site intergenique entre les COLs D et E 
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pEL172 prealablemem linearise par r enzyme BssHU et de 1'ADN viral, comme decrit 
dans I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV F dans le site 
intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 10: Construction d'un plasmide donneur pour rinsertion d'une double 
5 cassette d' expression des genes HN et F du NDV dans le site intergenique entre les 
COLs D et E et isolement d'un virus recombinant ILTV : 

Une double cassette depression de deux genes, par exemple les genes HN et F du virus 
NDV, peut etre constmite. Une telle construction est schematisee a la figure 15. Dans 
cette constn^ sontadjacentes^e.maniere que la 

10 transcription des deux genes se fasse en sens opposes. Un des deux promoteurs est le 
promoteur MCMV IE et I' autre promoteur (appeie promoteur associe) est le promoteur 
SV40 (present dans le plasmide pSVbeta, Clontech Laboratories, Palo Alto, California 
94303-4607, USA). Dans cette configuration, le promoteur associe est active par la 
region activatrice du promoteur CMV IE. 

15 Cette double cassette d'expression peut ensuite etre inseree dans le plasmide donneur 
decrit ci-dessus (pEL168 decrit dans V exemple 5 et represents dans la figure 3). 
L' isolement des virus recombinants se fait de la meme maniere que ci-dessus (voir 
exemple 3). 

Exemple 11: Construction du plasmide dooneur pEL181 pour V insertion d ! une 
20 cassette d' expression du gene gB du MDV dans le site intergenique entre les COLs 
D et E et -isolement de vILTV17 : 

11.1 - Clonage du gene gB du virus de la maladie de Marek 

Le fragment EcoRI-Sall de 3,9 kpb de l'ADN genomique du virus MDV souche RB1B 
contenant le gene MDV gB (sequence publiee par Ross N. et al. J. Gen. Virol. 1989. 
25 70, 1789-1804) a ete ligature avec le vecteur pUC13, prealablemem digere par EcoRI 
et Stf/I, pour donner le plasmide pCD007 de 6543 pb (figure 16). Ce plasmide a ete 
digere par Sad eiXbal pour isoler le fragment Sacl-Xbal de 2260 pb (partie centrale du 
gene gB = fragment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleotides suivants: 
CD001 (SEQ ID NO: 15) 
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5* GACTGGTACCGCGGCCGCATGCACTTTTTAGGCGGAATTG 3' 
CD002 (SEQ ID NO: 16) 5' TTCGGGACATTTTCGCGG 3' 

et la matrice pCD007 pour produire un fragment PCR de 222 pb. Ce fragment a ete 
digere par Kpnl et Xbal pour isoler un fragment Kpnl-Xbal de 190 pb (extremite 5' du 
gene gB = fragment B). Une autre PCR a ete realisee avec les oligonucleotides suivants: 
CD003 (SEQ ID NO: 17) 5' T ATATGG C GTT AGTCTCC 3' 
CD004 (SEQ ID NO: 18) 

5* TTGCGAGCTCGCGGCCGCTTATTACACAGCATCATCTTCTG 3* 
et la matrice pCD007 pour produire un fragment PCR de 195 pb. Ce fragment a ete 
digere par Sacl et Sacll pour isoler le fragment Sacl-Sacll de 162 pb (extremite 3' du 
gene gB = fragment C). Les fragments A, B et C ont ete ligatures ensemble avec le 
vecteur pBS-SK + , prealablement digere par Kpnl et Sacl, pour donner le plasmide 
pCDOl 1 de 5485 pb (figure 16). 

11.2 - Construction du plasmide pEL181 contenant une cassette d' expression du gene gB 
du MDV dans le site intergenique entre les COLs D ex E du virus ILTV 

Le plasmide pCDOll a ete digere par Notl pour isoler le fragment Notl-Notl de 2608 pb 
(gene gB MDV enrier). Ce fragment a ete insere dans les sites Notl du plasmide pEL170 
exemple 7, figure 9) a la place du fragment Notl-Notl de 1405 pb contenant le gene 
codant pour la proteine VP2 de l'EBDV; ce clonage a permis d' isoler le plasmide pEL181 
de 8806 pb (figure 17). Ce plasmide permet ['insertion de la cassette depression 
MCMV-IE/MDV-gB dans le site intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV. 

11.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV17 

Le virus vILTV17 a ete isole et purifie apres cotransfection de l'ADN du plasmide 
pEL18l prealablement linearise par l'enzyme S^HII et de l'ADN viral, comme decrit 
dans l'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/MDV gB dans le site 
intergenique entre les COLs D et E du virus ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 12: Construction d'un plasmide doaneur pour Tinsertion d'une cassette 
d'expression de gene(s) de TIBV dans le site intergenique entre les COLs D et E et 
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implement de virus recombinant ILTV : 

Seion la meme strategic que celle decrite plus haut pour T insertion de simples cassettes 
(exemples 6, 7, 8, 9 et 11) ou pour l'insertion de doubles cassettes (exemple 10), dans 
le site decrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de realiser des virus ILTV 
5 recombinants exprimant a un niveau eleve les proteines Membrane (M) ou Spike (S), ou 
partie de Spike (Si ou S2), ou Nucleocapside (N) du virus de la bronchite infectieuse 
aviaire (IBV). On realise notamment une double cassette d'expression avec le gene S 
sous controle du promoteur CMV IE et le gene M sous controle du promoteur associe. 



Exemple 13: Construction de plasmides donn e urs pour V inse rti on de cassette s 
10 d* expression de gene(s) d'autres agents pathogen es aviaires ou de peptide 

immunomodulateur dans le site decrit et jgolement de virus recombinants ILTV ; 

Selon la meme strategie que celle decrite plus haut pour T insertion de simples cassettes 

(exemples 6, 7, 8, 9 et 11), ou pour l'insertion de doubles cassettes (exemple 10), dans 

le site decrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de realiser des virus ILTV 
15 recombinants exprimant a un niveau eleve des immunogenes du CAV (et notamment une 
. double cassette d'expression des genes codant pour VP1 et pour VP2), du virus de la 

pneumonivirose du poulet, ou d'autres agents pathogenes aviaires, ou encore des peptides 

immunomodulateurs et notamment des cytokines. 



Exemple 14: Production de vaccins : 
20 Les virus- recombinants obtenus selon 1'invention sont produits sur oeufs embryonnes. 
La solution virale recoltee est ensuite diluee dans une solution stabilisatrice pour la 
lyophilisation, repartie a raison de 1000 doses vaccinates par flacon, et enfin lyophilisee. 
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RE VESICATIONS 



1 - Vaccin vivant recombinant aviaire comprenant, comme vecteur, un virus 
ILTV comprenant et exprimant au moins une sequence nucleotidique heterologue, cette 
sequence nucleotidique etant inserce dans le locus d' insertion forme par Tintergene situe 
5 entre les codons stop des COL D et COL E d'lLTV et qui, dans une souche d'lLTV 
particuliere, est defini entre les nucleotides 3873 et 4260 a la SEQ ID NO: 1. 



2 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 1, caracterise en ce que la 
~" ou les sequences nucleotidiques sont inserees par insenion simple, ou apres deletion 
10 totale ou panielle du locus d* insertion. 



3 - Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 2, 
caracterise en ce que, pour exprimer la sequence nucleotidique inseree, le vecteur 
comprend un promoteur eucaryote fort. 

4 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 3, caracterise en ce que le 
15 promoteur fort est choisi parmi le groupe consistant en: promoteur CMV immediate- 
early, de preference le promoteur CMV immediate-early murin ou humain, promoteur 
LTR du virus du Sarcome de Rous (RSV), promoteur precoce du virus SV40. 



5 - Vaccin vivant recombinant selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4, 
caracterise en ce qu'il comprend au moins deux sequences nucleotidiques inserees dans 

20 le locus d' insertion sous le controle de promoteurs eucaryotes differents. 

6 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 5, caracterise en ce que les 
promoteurs eucaryotes sont des promoteurs CMV immediate-early d'origines animales 
differentes. 

7 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
comprend une premiere sequence nucleotidique associee au promoteur CMV immediate 
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early et un autre promoteur sous la dependance duquel se trouve une autre sequence 
nucleotidique, ces deux promoteurs etant disposes de maniere que leurs extremites 5' 
soient adjacentes. 



8 - Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, 
5 caracterise en ce qu'il comprend, inseree dans ie locus d' insertion, une cassette 

depression comprenant successivement un promoteur, deux ou plusieurs genes separes 
deux a deux par un IRES, et un signal de polyadenylation. 

9 -^Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
antigenique d'un agent pathogene aviaire, cette sequence etant inseree dans le locus 
d' insertion. 

10 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence codant pour un antigene d'un agent pathogene aviaire choisi 

. parmi le groupe consistant en le virus de la maladie de Newcastle (NDV), Ie virus de la 
15 maladie de Gumboro (IBDV), le virus de la maladie de Marek (MDV), le virus de la 
bronchite infectieuse (IBV), le virus de l'anemie du poulet (CAV), le virus de la 
pneumovirose du poulet. 

11 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique, choisie parmi les sequences nucleotidiques codant 

20 pour les polypeptides F et HN du virus NDV. 

12 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleotidique, choisie parmi les sequences nucleotidiques codant 
pour les polypeptides gB, gC, gD, gH + gL du virus MDV. 

13 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
25 comprend au moins une sequence nucleotidique choisie parmi ie groupe des sequences 
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correspondant aux antigenes VP2 de riBDV, aux antigenes S, ou panie de S, M et N 
du virus IBV, aux antigenes VP1 et VP2 du CAV, aux antigenes G et F du vims de la 
pneumovirose du poulet. 

14 - Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide 
immunomodulateur, cette sequence etant inseree dans le locus d' insertion. 

15 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 14, caracterise en ce que 
cette sequence nucleotidique est choisie parmi le groupe des sequences codant pour des 

cytokines. " z 

16 - Formule de vaccin multivalent comprenant, en melange ou a melanger, au 
moins deux vaccins vivants recombinants tels que definis dans Tune quelconque des 
revendications 1 a 15, ces vaccins comprenant des sequences inserees differentes. 



17 - Un virus ILTV comprenant au moins un sequence nucleotidique heteroiogue 
inseree dans le locus d' insertion forme par Tintergene situe entre les codons stop des 
15 COL D et COL E d'lLTV et qui, dans une souche d'lLTV particuliere, est defini entre 
les nucleotides 3873 et 4260 a la SEQ ID NO:l. 
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EcoRI 

1 GAATTCTAAGCTTGCTTTGTCGAACCAGTTTTGTTTTC 

6 1 CTCTGCCCGAGTCTCGGCATTGACTTAACAGTGATGTGAAACCCGGAAGATCGAGCATGA 
121 ACTAATAGCATTAAAGAATTGTTATCCGAG^AATAATCGTGGACGCGAATTTACTCGACC 
181 GCTA-AAATCTTTCTTCTACTGAGCTGGATACGTGAAATTTGGTGAGTATAA 

COL A 

241 ATACATAGCTTTTAAATACGGGGCGTGCAATATTAAATTCTGC 

1> MecG 

301 AGCGCGGAGCTTTATTTG ACAAGACCGCC AATTGC AAGG ACTGGGTCTCC ATCGGG ACTA 
2^1uArgGlyAlaLeuPheAspLysThrAlaAsnCysLysAspTrpValSerIleGlyThrT 

Clal 

361 CTGTGTGGGGCGCGATCGATGCAGATGACGGGGACGACTC^ 
22 ► hrVa 1 TrpClyAlal 1 eA$ pA 1 aAs pAs pC 1 yAs pAs p Leu Va 1 T rpA s pTy rG 1 uAs nS 

Smal 

421 GCCCATATCCAAGCATAGTTTCCTCACTATTCCCGGGGGAAGAAACGGACTCGGCAATTT 
42 ► erProTyrProSer I leVa 1 Se rSe r Leu Phe ProG 1 yC 1 uG 1 uThrAspSe cA la 1 1 eC 

62 ► ysAsnSerVal Va lAlaAlaAsnPcoCysSer 1 1 e Pro ProG lyArgG InArg LeuAlaT 
54 1 GGCCATGCTGCTGTTTTCGTCGGCCAGAC AGCTTCTCCGTCCCGCGCGTGGAAGTTAATG 

82 ► rpProCysCysCys PheArgArgProAspSer PheSe rVa 1 Pm*rg-Vj*.l GJ. uVa lAsnA 
601 CTCGCCTTGTTOCCGCGGTTGCACTGATAATTTTCTCATTGCTTGTAGTC 
102 ► 1 aA rg LeuVa lAlaAlaValAlaLeu I lei lePheSerLeuLeu Valval I leCysVa 1A 

COL B 

661 CGTC ATATTGGGGGTAACATGTCTTCAC AGGAC AC ATCGGGATTCCTAACCCCCCCCGC A 
122 ► laSerTyrTrpGl y • MetSerSerCl uAspThrSerGlyPheLeuThcProProA 1 a 

BamHI 

721 AGTGATGACG AC ACTGACCCTTCCGAGCCACCACCAAATTTATGGGATCCTCACC AGGAC 
15> SerA spAspAspThrAspProSerGluProProProAsnLeuTrpAspProHisG InAsp 

781 GATTTTCCGAGGGACGCTGATTCCCCAAACCCACTTTTCTACCCCTGGGATGACTCTGTG 
35 ► AspPheProA rgAspA laAspSerProAsnProLeuPheTyrProTrpAspAspSerVa 1 

841 AATAATACTGGGGATACGGGC AGTAACG AAGATGACTATGTAG ATATCCCACCCCTAGCT 
55 ► As nAsnTh rG I yAs pThrG I ySe r As nC 1 u As pAspTy rVa lAspMecC lyClyValCly 
BamHI 

901 GGATCCGAAGACTATGAAGACCTCGGTACGGGCGGGGACTCTGACTATGACAATGTATCT 
l^ClySerGluAspTyrGluAspLeuGlyThrGlyClyAspSerAspTyrAspAsnValSer 

961 AC AGCGACCGGCGGGACGTGGTTTCCTTCCCTTACTTCTTGGTC ATC AGAGGACC ACGGC 
95 ► Th cA laTh rG J yC I yTh rT rpPhe ProS e r LeuTh rSe rT rpSe rSe rC I uAspH i sC 1 y 
1021 C C AACTTCTCCGG AAAACCC T ATGC AAC AACTTC AAGT AAC AATTC AGC AGG ATTC AG AT 

1 15* ProThrSe rProC 1 uA s n P roMe cG 1 nC I nLeuC I nVa IThr lleG i nC I nAspSe rAsp 
1081 CCACAGCAGGAACCCGATCCCCAGCAAGTTCCCGGTCTCCAGCAGGAACCTGACCCCCAC 

135 ► ProG 1 nC 1 nC I u ProAspProC I nC I nVa 1 ProC 1 y LeuC 1 nC I nC I uProAspProG I n 
1141 C AAGATCC ACGAGAGCCTCGTGATCCTCCTCCCTATAGTCCGCCCCC AGAGGACCCTTTT 

1 55 ► C 1 nA s pP roA rgC I u P roA rgAs p Pro P ro P roTy r Se c P ro P ro P roC I uA s p P ro Pht.* 
1201 GGGCTCTCGCCATTTACTAGTGGGATGGGCGGGTTTGGGCCACCGTGGCGTGCCCCCACC 

175 ► ClyLeuSerProPheThrSerClyM'iClyClyPheClyProProTrpArgCiyProSer 
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FiG,. 2 (Wirt l) 



1261 CACCCTCGTATGATGAGGCAATGGGGGATGGACCTTTTACTACGACTGGGGGTCGGCGAC 
195 ► Hi s ProArgMetMeCArgClnTrpGlyMetAspLeuLeuLeuArgLeuG lyVa lClyAsp 

132 1 CTTGCTCACGCAGGCGCGGTCGTCGCCGGTC 
215> LeuAlaHisAlaGlyAlaVal Va lAlaClyLeuCluValAspLeuClyAspAla IleGly 

1381 GTGCAGCAAAGTTGTGCTCAGAGGCATGTTTGTGGCATC 
23 5 ► Va 1 GlnGlnSerCysAlaClnArgHisVa ICysClylleSerPheGlyLeuGluTrpPro 

1441 TAATGTGTTGGTGGCTCTTGTATCTTATTTTGCGCATTC 



1501 AAGG AAGGTTGTATCCGC ATCC AGTACTCCTC AATAAAAGCGTGGTGGTGCTAC ACGATG 

Xbal 

1561 TCTGTTAATTTTAC AACTCC ATTTTAC AGGTG ATCTAGAG AG ACGCTG AGTGGC ACTTGT 
COL C 

1621 CCCGACGGGACCATGCAGTCGAACAGCAGCGATGAGGCCCAGTGTGATGATGTCGAGGAG 



1681 GG ATGGTCGTCC ATAGCTCCAGGTGATGC ACTGGATAC AG ATTTC ATTCC AGGGCCTTGT 

17 ► GlyTrpSerSerl leAlaProGlyAspAlaLeuAspThrAspPhel leProGlyProCys 
174 1 GCC ACGTCC ATAC ATGGTATATCC AAGGC AGTTTATTTTTTTCTGTGTGG AGTTAATCTG 

37 ► AlaThrSerlleHisGlylleSerLysAlaValTyrPhePheLeuCysClyValAsnLeu 
1801 GAGG AATGTAGTACACTCCCAC AGCATGTCCAATCTCACCC ATATGGACATCCTGAGCTG 

57 ► Gl vCluCysSerThrLeuProGlnHisValClnSerHisProTyrClyHi sProCluLeu 
1861 AAATCAGGCAAATGGTACAAGAGGTTTTGCTCC^ 

77 ► LysSerClyLysTrpTyrLysArgPheCysSerGlyLeuGlyGlu I leGl yAspTh tSe r 
1921 CAGTGTCAGCTGACACGACTATGCTGCACTTCCGGAATGCCGGCACAGATTTTTGGGCCT 

97 ► ClnCysGlnLeuThrArgLeuCysCysThrSerGlyMetProAlaClnl lePheClyPro 
1981 TCGAGATTCAGGTCTCTGCAACAGAAGCCAACCCATATGCGGGCCCAAGATTTGCTCACT 

117 ► SerArgPheArgSecLeuClnGlnLysProThrHisMecArgAlaGlnAspLeuLeuThr 
2041 AGGCCTTGCCATATACTAGAGTTCGATGTTGGCGCTGACCTAATCAATCTTTTCTTGTAT 

137 ► ArgPcoCysHisI 1 e LeuC 1 u PheAs pVa 1 G I yA 1 a As p Leu I I eAs n Leu Ph e LeuTy r 



2101 ATGGAACCATGTTCAGGGAATCGATATTGCGTACATTTAGGATACC ATAAAACTAATGCC 

157^ MecC 1 u ProCysSe rGlyAsnArgTyrCysVa lHisLeuClyTyrHisLysTh rAsnAla 
2161 ATGCGTGTTTTGAGCGGTGGTGGGATTCTATGGGGCAGA 

177 ► MccArgValLeuSerGlyClyClylleLeuTcpClyArgLeuProTrpLysAspAsnThr 
2221 GAGGAGCACGGGTACTCGTTGCCTATGCGAGTATTTGGGATCAAATTCCCCCATAAAGTT 

197 ► Gl uGluH isGlyTy rSerLeuProMetArgVa IPheClylleLysLeuProHisLysVal 
2281 TATGTGGCATGTCGCTGCCCTGCAACTCGGACGGAACTATTATTTGCTGAGGGGGGGGTA 



255> • . • 




!► MeLGlnSerAsnSerSerAspGl uAlaGlnCysAspAspVa iGluGlu 



Clal 
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217^ TyrVa lAlaCysArgCysProAlaThrArgThrGluLeuLeuPheClyCl uClyC lyVa I 
2341 GGATTCAACGCGGAAAACTTTAAACAGTGCGGACGGTTGAAAAAAGAGTC 

237^ C 1 y PheAs nA I aC 1 uAsn Phe LysC 1 nCysGl yA rg Leu Lys LysC 1 uCy sC 1 uCys Leu 
2401 CAGAAGGCTTGTTTTACTGCACAAACGGTGTTAGGTGCGG 

257> ClnLysAlaCysPheThrAlaClnThrVal LeuClyAlaAlaCysLysPheThrVa lTyr 

COL D 

2461 TCG AGC AAGGG ACG AGGTC AAG AAATTCTGCTATATC AGG ACCC ATG AATCCTAC AACGG 

1> MecAsnAlaThrThtV 
277 > SerSerLysGlyArgClyClnCluIieLeuLeuTyrGlnAspPro- • • 

2521 TAATGCCTGTAGTACTGGGTATGTTAAGTAGAGAACCCCACAGGTGTGCAGGTACACTCA 
6* alMecProValVal LeuClyMecLeuSerArgGluProHisArgCysA 1 aClyThrLeu I 
2581 TACTGTCC AGGTCCTCTGGAAATTGCCGTGGATTTCATGAGACCCAAC ACGATATTCCC A 
26 ► leLeuSerArgSerSerClyAsnCysArgGlyPheHisGluThrGlnHisAspIleProT 

Smal 

2641 CTAACCCGGGTCTGTATCCTCTGTGTAATCATGAGCACCCTTACTATGTGACAGTTACAG 
46 * hrAsnProClyLeuTyrProLeuCysAsnHi sGl uH i sProTy rTyrVa 1 Th'rVa 1 The A 
2701 ATGTATGCGGCAACTGTTGTTCATGGCTTGA 

66 ► spVa lCysClyAsnCysCysSerTrpLeuGl uArgVa 1 PheG 1 y ArgVa 1 A 1 a A 1 a P roA 
21 SI CTGGTCTAAGCTCCGTATCTGTATCCATTAAAGGCTCCACCCACAGCGGGACTGACGTGA 
86 ► laGlyLeuSerSerVa 1 Se rVa 1 Se r 1 1 eLysG 1 y Se rTh rH i sSerGl yThrAspVa IT 
2821 CAGAAGAACGTGAAGAGGACTCAGGGACACAGCAAACCTCCCACGACAAATTGCCGGAGC 
106 ► hrGl uCluArgGl uGl uAspSerGlyThcGlnGlnThrSerHi sAspLy s Leu ProG 1 uA 

BstBI 

2881 GCAACCGCATGTCAGATCAAAA^I^ 

126 ► rgAsnArgMecGlyAspG InAsnSerAsnLeuArgG lyArgAspG InTy rTrpProProA 
2941 CCCCACACCGTAGTCATTGTCACTCGGATTTTATATTCGATGAACCTGAGCCAGAAAGTG 

14 6 ► laProHisArgSerHisCysHisSerAspPhellePheAspGluProCluProGl uSerC 
3001 GGGAAGACGTGCATAACATGCATCCTCCACGAGGTGCAGATGAGCAAACAGCCGCTTCTG 

166 ► lyCluAspVa lHisAsnMecHisProProArgGlyAlaAspGl uC 1 nTh rA 1 a A I a S e rV 

3061 TGTCAGCGCTAATGCAAAGTCTAGCACAAGCATTGGTGAGTGCACAAGCTATTAGCAGCA 

186* a} SerAlaLeuMecClnSerLeuAlaClnAlaLeuVa lSerAlaClnAla I leSerSerM 
3121 TGGTCTCTGGCTCTGCTTCCTCAGTGGGCGTAGAAGTAGACTGTGGGTACAGTCAGACTC 

206> ec ValSerClySerAlaSerSerValGlyValCluVa lAspCysClyTyrSerClnThrH 
3181 ATATTACAGAGGGGCCGGGGAGGGAACAATTCGGTAGAGTCCCAG AAAGAGGGCCAG AGT 

226* is I leThrCluCly ProG LyArgGluClnPheGlyArgVal ProG I uArgC I yProCl uT 
3241 ATCCTCAAGATTACTGTGATATATATGGTCCTGTAAGTAATGGGCCTGCTGGATACAGAG 

246T> y r ProG InAspTy rCy sAspI 1 eTyrGlyProVa lSerAsnClyProAlaClyTycArgA 
3301 CAGGACCACCAGATGCTCCTAGTATACAAGATAGGACCTTCCCATGCGGCAGAAGATGCG 

2 66* laCl y PcoProAspA laProSer 1 1 eClnAspArgThrPheProCysG IvArgArgCysA 
3361 ACG AAGC ATCGCTTGCCTTAG AAGTAGGG AATATCCCTTGC ATTTCTTCTGCTTC AC ATA 

286* s pC 1 uA 1 aTrp Leu A la LeuC I uVa IG 1 yAsnMec ProTrpI I eSe rS<? rC 1 ySe rH i s S 
3421 GTCCACCTTCTCAGTATCATAACCCTTATGGTTCACATAGTCCACCTTCCCAGTCTCATA 

306* e r ProProSe rC 1 nTy rH i sAstrProTyrClySerHisSerProProSerClnSerHi sA 
34 81 ACCCTTATGGTACATATAGTCCGCCTTCTCAGTCTCATAACCCTTATGGCTCATATAGTC 

326* sn ProTy rC lyThrTy rSe r ProProSe rC I nSe rH i sAsnProTy iC / ySe rTy rSc r ? 
3541 CCCCTTCCCAC" rCATAACCCTTGTGGTACATATAGTCCGCCTTCTCAGTCTCGTAAGC 

UStrDProSerClnTyrHisAsnProCysClyThrTyrSerProPrDS-irGlnS^rArgLysH 
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3601 ATG ACTATTC ACCTCCATATCCGATACTC AAACCAAAGCCTCG ATTACCCCC AGGCTTTG 
366 ► i s A s pTy r S e r P ro ProTy rProIleLeuLysProLysProArgLeuProProGly PheC 

3661 AAAATACTCCTGGGATGTGGCCTCGATGTCCCCC 
386^ i uAsnThrAlaClyMetTrpProArgCysProProGlyPheCl uC 1 y A r g P r oTy r Ly s S 

3721 CTGGGGGCATGGGTAACTTTCCTGGAAGTGCATGGACGGTAATAGATAGGGGGTCTAACC 
406 ► erGlyGlyMecClyAsnPheProClySerAlaTrpThrVa 1 1 leAspArgGlySerAsnC 

3781 AATGGCCACC AG ACGTGCGGGGGCC ATTCTC AGATC AACG ATGGGCCCCC AC AG AGC ATG 
426> InTrpProAlaAspValArgClyProPheSerAspGlnArgTrpAlaProThrCluHisG 

Sad 

3841 AAACGCGACGTTTTTGCGGGTATTACAGCTGAGCTCTCATCATACCCATAACTCC ACTC A 

446> luThrArgArgPheCysClyTyrTyrSer- • • 
3901 TAACCCAAGGCCCATAAATCCATAACTCATAACATAAATTCATACTTTCCGGTCGTC 
3961 GGC ACC ACGTC ATC AAC AAGG ATTGC AGATAAATAAAAATGCTCC ACGTTGTCGGTGTCC 
4021 GTTGTATTGTATTCTTTATTATACCTCCGTAATTTTCGAGAGTC 
4081 -ATTTTJACGCTCCAATACTACA^ 
Sad 

4141 ACATCATTGAGCTCGCGGCGCCATCTGCTGACCAGTCCACAGAGATGGCAATCTTCAGAA 
4201 ACGTAGGATGGC ACCAATTCCAATACAATACCGCCATCTGTCGATAGGTGTATAGAACTG 
4261 TCAAAACAAGTCGCAAGAGAAAAATTTCCCTACTGTATACTGGCGGCTTAGCAGCTC 

545< • • . PheLeuAspCysSerPhePheLysClyValThrTyrGlnArgSerLeuLeuGlnAla 
4321 ACAAACCACTCTGCATTCCTCTTTGCGGCACACATTTGCGTGCTGCGCCAGAACGAGTGG 

525 < CysVal ValArgCysGluCluLysArgCysValAsnAlaHisGlnAlaLeuVal Leu Pro 
4381 GATTTTTTTAG AAC AGGTCCCAGGATAGTAC ATGTCCCAC AATGTTCTGGCCGGCTCTAT 

505 < IleLysLysSerCysThrClyProTyrTyrMetAspTrpLeuThrArgAlaProAspIl e 

4441 TGCTTTATGATTCATGACCATGGCCTCTGGTC 
485< AlaLysHisAsnMecValMecAlaGluProArgProTyrVal IleArgSerPheArgAsp 

Bglll 

4501 GAAGAAGGTCAGTAATAAAGTTAAAGGACATTTTGCGCTACTCAGCGATAGCTCCTGAGA 

465^ PhePheThrLeuLeuLeuThrLeuProCysLysAlaSerSerLeuSerLeuCl uGlnSer 
4 561 TCTAGTGGTATCTCTTAGTTGACTGCCAATGCT AG AG AG AT AAC AC GGC AGGATTGGCCC 

44 5 < ArgThrThrAspArgLeuClnSerGlylleSecSerLeuTyrCysProLeuIleProGly 
4621 CAG ATGCATGGCTAGAG ATTGAC ATGCGCAGTAGATGTTAGAGAAGATAGGATCGTGGGG 

425 < LeuHisMecAlaLeuSerClnCysAlaCysTyr I leAsnSerPhel leProAspH i s Pro 

BstBI Sphl 
4681 GTAAATCCTTTCATCTTCGAACTGATGCC AAAGCATCCATAC AAGTGTCTC ATCGC ATGC 

405 * Tyrll eArgGluAspCl u PheG 1 nH i sTrp Leu Me CT rpVa lLeuThcCluAspCysAla 
4741 AAAAAGT AGCTCTTC AAATG AGC AGTTCGCC AAAT AT AC AGCTCGTG AAATTTTTGCC AA 

385 < PheLeuLeuCl uC 1 u Ph e Se rCy sAs nA 1 a LeuTy rVa I A 1 a A rg Se r / J e Ly s A 1 a Le u 
4801 CCTGGCTATATCCGGACGCGATGTCCAGCGGCCTTTCAGTGAAGCTGCGCGCCC AC AAAA 

365 < ArgAlal I eA s p P r oA rg S e rTh cT rpA rgC I y Ly s Leu Se rA I a A I a A r gC 1 y Cy s Phe 
4861 CTGCTTCCACGAAGTGAATGCAGCATCTGCTGCAAGGTCAGATGATCCCGAAGACAAAAA 

345 < ClnLysTrpSecThrPheAlaAlaAspAlaAlaLeuAspSerSerClySerSecLeuPhe 

Clal 

4921 TGCTGG AAAGC AG ATTC C TC T ATC ACG ATCG AT ATC ATC AC AATC ATC ATC ATC C ACTG C 
325 < Aid ProPheCys I leCly A rg As pArgAsp II eAspAspCy s As pAspAspAs pv/a 1 A la 

4981 CCGGTTTACCATGTCTAAAAGACATTTCTGATTTTCTAATCTTAACTC 
305 < A rgAsnVa l Me t. A spLeuLeuCysLysClnAsnCluLeuArgLeuCluCluThclleCys 
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504 1 CTTTCCGACACCCCCAAATGCAGTTC^ 

285 < ^VsCI yLeuGlyCIyPheAlaThrAlaAlaLysGluPheTyrClnAlaProThrVa lAsn 
5101 TCGCAACTCCTTCGTTTCGGTCCGTC 

265< ArgLeuGluLysThcCluThrArgSerSerThrProCysArgValPheAspArgTrpI ie 
BSCBI 

5161 CGG TCTTCGAAGTTCATCCCGATTTCTTTCCCAAGACCTGCGCGAATGCTT 

245 < P^oArgArgLeuCluAspArgAsnArgCluTrpSerArgArgSerHisLysLeuSerVa 1 
5221 AGTAAAGATAGGCGCCCTATATCGCTTTTCTGGTGTACCTGCACGGCGCCTGGGTCTAGG 

225 < ThrPhel leProAlaArgTyrArgLysCluProThrGlyAlaArgArgArgProArgPro 
5281 GGGG ATGCCTCTTCGGACTTGG AT ATGCGCACGGCCTCTCATAAACTTATTTCG A 

205 < ProIleGlyArgArgValClnlleHisAlaArgClyArgMecPheLysAsnArgProSer 
5341 ACTGACCCGCCTTATGGAAGACCGTACGCTCATACCTGACTGGTTCTCGTAAGGGGAACG 

185 < Serl/aiArgArg/ieSerSerArgVajSerWecCiKSerCJnAsnCiuTyMrgSerAfg 
BstBI 

5401 AGGCTCGCCATTCGAATAGCGACGGCGCCCCCTGTC ACGTGAATCACGGACTCGTTTGG A 

165< ProCluGlyAsnSerTyrArgArgArgClyArgAspArgSerAspArgValArgLysSer 
' ' ' ' '■ * * * ffglll 

5461 GGTACCGCGCCCAGATGACCGGGATCTGGAGCTACTTTCTGTAGAATGAGATCTGCGGCG 

14 5 < SerClyArgClySerSerArgSerArgSerSerSerCluThrSerHisSerArgArgAcg 
5521 AATACAATGTGCTTCGTGGCGGGATTCTGACCTCGAGCGTGAACGGCCATCCAGGCGATC 

125 « HeCysHisAlaCluHisArgSerCluSerArgSerArgSecArgClyAspLeuArgAsp 
5581 TTTTGTC CTTTC CGTTG CTG ATCTCG CTTCGCT ATG AGT ACTTGT ATTGG AAG ATG ATC T 

105 < LysThrArgGluThrAIaSerArgAlaCluSecHisThrSecThrAsnSecSerSerArg 
564 1 GG AACGTG TCTC ACGC CT ATC TTT ATTT ATTCC AG ATTTGTCCGGTCTC C C C ATC G C AG T 

5701 CAGTGGGTTGATGTACCGCGTGCACGTCAAAAAAAATGAAACCGCATACACAACGGTTCA^ 
65< LeuProAsnl leTycArgThcCysThrLeuPhePheSerVa lAlaTycVa lValThrSer 

Sad 

5761 GACTTCTACGGACTCAGAACAGGTGTCGAGCTCGGAGCAGGTGCTGAGAGGTAAGCTGAC 
45 < v *lCluValSerCluSerCysThrAspLeuCluSerCy$ThcSecLeuProLeuSerVa I 

582 1 AGTAATCTGGCACGCTGTTTGCGAGCTAATCCACTTGGCTTTTGAATG^ 

25 < The I leClnCysAlaThrClnSer-Serl 1 eT r p Ly s A 1 a Ly s S e r H i s A s p P r oC lySec 
COL E 

5881 CCC AGTATACGTC ATAACAC ATAC ACTGG AACCC AC AAACT AC AATTGCGGTCC AGTAGT 
5^ GlyThcTyrThrMec 

BamHI 

5941 TGGTGCGAAATATTCACGCAGACATAATAATCTGCGAGAACTTCTGCGGATCCGACATGT 
600 1- AACTTAATCCCGTAATGTAGTGCGGCATACCGTCTAAACCGC AAAC ATCCGCTTAGTAGA 
6061 ACACGCCCTAAAATCACCCACGAGTATACTTTGTACATTCTGACCGCCAGATGTTACTCC 
6121 TTTC AAAC AATG AT ACTC AGCCGTTAG AACTAGGGCTGTCTTC AAATCG ACC AAATTC AG 
6181 AC AC AATACCGCAC AACGTG TTTTAACATTTTATTGCCGTTC AAGGCCCGAAC AATTTGT 

287^ . . . ProClyPheLeuLysAs 
624 1 TTTGTATCTTCTGTTCGTATTTAAATGCAATTATTACA 

280-^nCJ n I 1 eLysCl nCluTyrLysPheA la 1 1 e 1 1 eVa 1 1 1 e S e r A J a 1 1 e A I a A 1 a v a 1 C y 
6301 ACAATGCACGCAAGACTAAGCTCGAAGCAATATTGGCAAGGCATGAACTCAAGATACTGG 

260< s Leu A 1 aArg LeuVa I LeuSe rSerA la T leAsnA laLeuCy s Se rTh r Leu I I eSe c Pr 
6361 GAGGTTTCGATGCGGAGACTTTAGTCTTTGCCGGAGTCGTGTAACCCATCAGTGATAAGA 

240^ oProLysSecAlaSerVa 1 LysThrLysAlaProThrThcTyrCl yMec LeuSer LeuLe 

Xbal 

64 21 GTTCTAGAACCGCTGAGAC.AATTAC ATATACCCAAGC ACTAATTTTTACCTCTTC ATGTA 
220 < uG 1 uLeuVa I A I aSe rVa III eVa I TyrVa I TrpA laSe rl I eLysVa I H • so 1 uH t s Le 
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6481 AAATATATGCACACGGATCATAGCAAATCCGCAATGTCATGGTGGACATAATAAGCGATG 
200^ uIleTyrA 1 aCys ProAspTy rCys X I eArg LeuThrMe c ThrSerMec 1 1 e LeuSe rA 1 
6541 CTAAATATAAACCGATCTCGAGTGTTTTCAGTAGTAAGACCCCTGGATTACAGACGCAAA 
ISO 4 a Leu Ty r LeuG 1 y 1 1 eG 1 u LeuTh r Lys Leu Leu LeuVa 1 G 1 y P roA snCys Va 1 Cys Ph 
6601 ATCCTAGAGGGTCTGCTACGTAGTTCAAGCTTTTGCAATCTCGGAGATC 

160^ eG 1 y Leu ProAspA 1 aVa 1 Ty rAsnLeuSe r LysCysAspArg LeuH i sC 1 u PheG 1 uA r 
6661 TCAAAAACCGTTGCATCTTTGTGTATGGCACCCGTAATATCAGCCTCG 

140^ gLeuPheArgGlnMecLys ThrTyrProVa lArgLeuIleLeuArgSerThrPheAlaTh 
6721 TCCAGTAGTTAAGATGATATGCATCCATCGCAATGCGTTCTCGCGGCAGACATAGCCCGA 
120 < rTrpTyrAsnLeuHi $TyrAlaAspMeCAla I leArgCl uArgProLeuCysLeuGlyPh 
6781 ACATTCGCCTCTGGCGACGGGTCAGCAAGTAACATATGTACAATACCGTCGAAATGAATG 
^ s ••'•^-* SOTW 1^00 ^Vrte C'*A*r g A cg(j i h A rgAfgTh c Le u L et Tyr'Cy s IVeTy r Leu Va i Th r Sec 11 e PheA 
684 1 CAACTCTGATCTGGGAAAACCATATGTAAAGCAGACAGTCTGCCACTTCCATGACGAATA 
80 < a Va lArglleGlnSerPheTrpIl eTy t Leu LeuCy sAs pA 1 a v a 1 C 1 uMe c Va 1 PheVa 
6901 CTGTTCTTTGGCCGCTGGGATCAAGACGAGAAATG 

60 < 2 ThrArgGlnClyThrProAspLeuArgSer I leLeuVa lThcGiuAsnGluPheTyrAl 
6961 CTCCTTTAACACATCTCGTCTGGTGGTTCTCGTAGTTGTTTAGACGCTGTC 

40^ aCJyLysVaJCysArgThrCinWisAsnCJuTyrAsnAsnLeuArgCJnThrT/rLysTh 

EcoRI 

. . 7021 TGAGGACATAAACTAGTGAAGAATTAAATGTAGCGGGGGGTTGGTGAACAGGATTC 

20^ rLeu Va 1 Tyr Va 1 LeuSerSecAsn PheThrA 1 a PcoProCl nH i sVa 1 ProAsnPheG 1 
(COL F) 

... - 7081 CC 
"""" 0< u 
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1 TGCTACCTGATGTACAAGCAAAAGGCACAACAAAAGACCTTGTTATGGCTTGGGAATAAT 
6 1 ACCCTTG ATC AG ATG AGAGCCACTAC AAAAATATG AAT AC AAACG AG AGGCGG AGGT ATC 
121 CCCAATAGCAATTTGCGTGTAAATTCTGGCAACCTGTTAATTAGAAGAATTAAGAAAAAA 
181 CCACTGGATGTAAGTGACAAACAAGCAATACACGGGTAGAACGGTCGGAGAAGCCACCCC 
241 TCAATCGGGAATCAGGCCTCACAACGTCCTTTCTACCGCATCATCAATAGCAGACTTCGG 
301 TCATGGACCGTGCAGTTAGCAGAGTTGCGCTAGAGAATGAAGAAAGAGAAGCAAAGAATA 
1> Me t AapArgAlaValSerArgVa lAlaLeuGluAanG luG luArgGluAlaLy eAanT 
361 CATGGCGCTTTGTATTCCGGATTGCAATCTTACTTTTAATAGTAACAACCTTAGCCATCT 
20 ► hrTrpArgPhoValPheArglUAlalleLeuLeuLeuIlGValThrThrLeuAlalleS 

421 CTGCAACCGCCCTGGTATATAGCATGGAGGCTAGCACGCCTGGCGACCTTGTTGGCATAC 
40> orAlaThrAlaLeuValTyrSerMetGluAlaSerThrProGlyAapLeuValGly lie P 

~ ■ 481- GGAGT^.GATCTCTA3.GCCAGAAGAAAAGATTACAT.CTGCACTCAGTTCTAATC AAGATG . 
60 ► roThrMet IleSerLy eAlaGluGluLya IloThrSer AlaLeuSerSerAanClnAapV 

541 T AGT AGATAGG AT AT AT AAGCAGGTGGCCCTTGAGTCTCC ATTGGCGTTGCT AA AC ACTG 
80 ► alValAapArgl leTyrLyaGlnVa lAlaLeuGluSer Pro Lou A 1 a Leu Leu As nThr G 
601 AATCTGTAATTATGAATGCAATAACGTCTCTCTCTTATCAAATCAATGGAGCTGCAAATA 
100* luSorVal IleMetAanAlalleThrSerLeuSerTyrGlnlleAsnGlyAlaAlaAanA 

BspHI 

661 ATAGCGGGTGTGGGGCACCTGTTCATGACCCAGATTATATCGGGGGGATAGGCAAAGAAC 
120> snSerGlyCyaGlyAlaProValHiaAapProAspTyrlleGlyGlylleGlyLy sGluL 

721. TTATTGTGGATGACGCTAGTGATGTCACATCATTCTATCCCTCTGCGTTCCAAGAACACC 
140 ► eu I leVal AapAapAlaSerAapVa IThr SerPheTyr ProSerAl aPheG InGluHi a L 
781 TGAACTTTATCCCGGCACCTACTACAGGATCAGGTTGCACTCGGATACCCTCATTCGACA 
160* euAenPhelleProAlaProThrThrGlySerG lyCy a Thr Arg I leProSerPheAsp I 
841 TAAGCGCTACCCACTACTGTTAC ACTCAC AATGTGATATT ATCTGGTTGC AGAG ATC ACT 
180> leSerAlaThrHiaTyrCyaTyrThrHle Aa nVa 1 1 le Leu S e rG 1 yCy a ArgAs pHi a S 
901 CACACTCATATCAGTACTTAGCACTTGGCGTGCTTCGGACATCTGCAACAGGGAGGGTAT 
2Q0> erH iaSerTyrClnTyrLeuAlaLeuGlyVa 1 Leu ArgThr S e r AlaThrGlyAr gVa 1 P 

961 TCTTTTCTACTCTGCGTTCCATCAATTTGGATGACAGCCAAAATCGGAAGTCTTGCAGTG 
220^hePheSerThrLeuArgSerIleABnLeuAapAapSerGlnA8nArgLyeSerCy8SerV 

1021 TGAGTGCAACTCCCTTAGGTTGTGATATGCTGTGCTCTAAAATC ACAGAGACTGAGGAAG 
240^alSerAlaThrProLeuGlyCy8AapMetLeuCyaSerLy8lleThrGluThrGluGluG 

Clal 

1081 AGGATTATAGTTCAATTACGCCTACATCGATGGTGC ACGGAAGGTTAGGGTTTGACGGTC 
260* luAapTyrSerSerlleThrProThrSerMetValHisClyArgLeuClyPhe As pG lyC 

1141 AATACCATGAGAAGGACTTAGACGTCATAACTTTATTTAAGGATTGGGTGGC AAATTACC 
280^1nTyrHi8GluLyeABpLeuAapValIleThrLeuPheLysAepTrpValAlaA9nTyrP 

1201 CAGGAGTGGGGGGTGGGTCTTTTATTAACAACCGCGTATGGTTCCCAGTCTACGGAGCGC 
300 ► roGlyValGlyGlyClySerPhelleAsnAsnArgValTrpPheProValTyrClyClyL 

L26 L TAAAACCCAATTCGCCTAGTGAC ACCGCACAAGAAGGG AGAT ATGTAATATAC AAGCGCT 
320>euLyaProABnSerProSerAspThrAlaClnCluClyArgTyrValIleTyrLy3ArgT 

1321 ACAATGACACATGCCCAGATGAACAAGATTACCAGATTCGGATGGCTAAGTCTTCATATA 
340^yrAanAapThrCysProA8pGluGlnA8pTyrGlnIleArgMecAlaLysSerSerTyrL 

1381 AGCCTGGGCGGTTTGGTGGAAAACGCGTACAGCAGGCCATCTTATCTATCAAGGTGTCAA 
360>yaProClyArgPheGlyClyLy8ArgValGlnClnAlaIleLeuSerIleLy9ValSerT 

1441 CATCTTTGGGCGAGGACCCGGTGCTGACTGTACCGCCTAATACAATCACACTCATGGGGG 
330^hrSerLeuGlyCluAapProValLeuThrValProProA9nThrIleThrLeuMecGlyA 

1501 CCCAACCGAGACTTCTCACAGTAGCGACATCTCATTTCTTG1^\CCAGCCAGGGTCTTCA7 
4 00> laCluArgArgValLeuThrValClyThrSerHiaPheLeuTyrClnArgClySerSer':' 



a^cnnr.in -wo apTiaoaai i 



F/£ . 10 fF/M) 



1561 
420^y 

1621 
440 



ACTTCTCTCCTGCTTTATTATACCCTATGACAGTCAACAACAAAACGGCTACTCTTCATA 
► yrPheSerProAlaLeuLeuTyrProMetThrValAanAaiiLyeThrAlaThrLeuHia S 

GTCCTTACACATTCAATGCTTTCACTAGGCCAGGTAGTGTCCCTTGTCAGGCATCAGCAA 
erProTyrThrPheAsnAlaPheThrArgProGlySerValProCyaClnAlaSerAlaA 
1681 GATGCCCCAACTCATGTGTCACTGGAGTTTATACTGATCCGTATCCCTTAGTCTTCCATA 
460> rgCysProABDSerCyeValThrGlyValTyrThrAspProTyrProLeuValPheHiaA 
174 1 GGAACCATACCTTGCGGGGGGTATTCGGGACAATGCTTGATGATGAACAAGCAAGACTTA 
480^ rgAanHiaThrLeuArgGlyValPhaGlyTbrMetLeuABpAapGluClnAlaArgLeuA 
Pstl 

1801 ACCCTGTATCTGCAGTATTTGATAACATATCCCGCAGTCGCATAACCCGGGTAAGTTCAA 
500> snProValSerAlaValPheAspAsnlleSarArgSetArfllleThrArgValSerSarS 

^c^ik ^^^^T^^^^^A?£.^ACACGACATGG^CATGTTTTAAAGTTGTCAAGACCAATAAAA 
520> erArgThrLyeAlaAlaTyrThrThrSerThrCyaPheLyeValValLyaThrAanLyaT 

1921 CAT ATTGCCTCAGCATTGCAGAAATATCCAATACCCTCTTCGGGGAATTCAGGATCGTTC 
540> hrTyrCyeLauSerlleAlaGluIleSerAeiiThrLeuPheGlyGluPheArglleValP 

1981 CTTTACTAGTTGAGATTCTCAAGGATGATGGGATTTAAGAAGCCAGGTCTGGCCAGTTGA 
560> roLeuLeuValGluIleljeuI/yBAap 

204 1 GTC AACTGCG AGAGGGTCGGAAAGATGAC ATTGTGTC ACCTTTTTTTTGT AATGCC AAGG 
2101 ATCAAACTGGATACCGGCGCGAGCCCGAATCCTATGCTGCCAGTCAGCCATAATCAGATA 
2161 GTACTAATATGATTAGTCTTAATCTTGTCGATAGTAACTTGGTTAAGAAAAAATATGAGT 
2221,.GGTAGTGAGATACACAGCTAAACAACTCACGAGAGATAGCACGGGTAGGACATGGCGAGC 
2281 TCCGGTCCCGAAAGGGCAGAGCATCAGATTATCCTACCAGAGTCACATCTGTCCTCACCA 
2341 TTGGTCAAGCACAAACTGCTCTATTACTGGAAATTAACTGGCGTACCGCTTCCTGACGAA 
2401 TGTGACTTCGACCACCTCATTATCAGCCGACAATGGAAGAAAATACTTGAATCGGCCACT 

2461 CCTGACACTGAGAGGATGATAAAGCTCGGGCGGGCAGTACACCAGACTCTCGACCACCGC 
2521 C 
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1 GAATTCAATCCTGTTCACCAACCCCCCGCTACATTTAATTC 

1* CI uPheAsnProValHi sClnProProA 1 aTh r PheAs nS e r S e r LeuVa lTy rVa 1 Leu 
61 ACAAAATATACACAGCGTCTAAACAACTACGAGAACCACCAGACGAGATGTGTTAAAGGA 
21* Thr LysTy rThrGI nArgLeuAsnAsnTyrCl uAsnHisClnThrArgCysVal LysC 1 y 
121 GCTTATTTTCAAAATGAGACTGTACTCATTTCTCGTC 

41> A J aTy rPheC J uAsnG 1 uTh rVa 1 Leu 1 1 eSerArgLeu I leProLeuAl a LysGluC 1 n 
181 TATTCGTCATGGAAGTGGCAGACTGTCTCTTTACATATGGT 

61> TyrSerSerTrpLysTrpGlnThrValSerLeuHi sMetVa 1 PheProAspClnSecCys 
241 ATTTCCACGGTTATTGTACATATGTTACTTGC 

81* I leSerThrVallleValHisHecLeuLeuAlaAspProCysGlnArgArgMecPheCly 
301 TCTGTCTGCCGCGAG AACGC ATTGCGATTGGATGC ATATC ATCT AAACTACTGG AC AGCG 
10 1 ► Se k"Va J Cy s A r&G F&As'nA la'LeuArg LeuAspA 1 a Ty'tHi sLeuAsnTy rTrpThrA 1 a — 
361 TTTACTTCGAGGCTGATATTACGGGTGCCATACACAAAGATGCAACGGTTTTTC 
121^ PheThrSerArgLeuIJeLeuArgVaJProTyrThrLysMecCinArgPheLeuArgCJu 
421 TTTCAAC ATGTCCGAGATTGCAAAAGCTTG AACTACGTAGC AGACCCTCTAGGCTTTTGC 
14 !► PheGl uHisValArgAspCysLysSerLeuAsnTyrValAlaAspProLeuGlyPheCys 
481 ATCTGTAATCC AGGGGTCTTAGTACTG AAAAC ACTCGAGATCGGTTTATATTTAGC ATCG 
161 ► lie CysAsnProGlyVa 1 LeuVa 1 Leu LysThr LeuG 1 uIleGlyLeuTyrLeuAlaSer 
541 CTTATTATGTCCACCATGACATTGCGGATTTGCTATGATCCGTGTGCATATATTTTACAT 
J-81> Leu I leMetSerThrMeCThrLeuArg 1 1 eCy sTy rA s p P roCy sA 1 a Ty r 1 1 e Leu H i s 
601 G AAC ACGTAAAAATTAGTGCTTGGGTATATGTAATTGTCTC AGCGGTTCTAG AACTCTTA 
201> Gl uHisValLysIleSerAlaTrpValTyrVa 1 1 1 eVa 1 Se rA 1 aVa 1 LeuG 1 u Leu Leu 
661 TC ACTG ATGGGTTACACG ACTCCGGCAAAGACTAAAGTCTCCGC ATCG AAACCTCCC AGT 
22 1^ SecLe u Me cGl yTy rTh rThr Pro A 1 a Ly sTh r Ly s ValSerAlaSerLysProProSer 
721 ATCTTGACTTCATGCCTTGCCAATATTGCTTCGAGCTTAGTCTTGCGTGCATTGTGC 
24 1^ II eLeuThrSerCysLeuAlaAsnlleAlaSerSerLeuVa lLeuArgAlaLeuCysVal 
781 GCTGCGATTGCGAGCATTGTAATAATTCCATTTAAATACGAACAGAAGATACAA 
261> A laA la I leAlaSer 1 1 eVa 1 1 1 e 1 1 eA la Phe LysTyrC 1 uC In Ly s 1 1 eC InAsnLys 
84 1 TTGTTCGGGCCTTG AACGGCAATAAAATGTT AAAAC ACG 
281> Leu PheGlyPro* • - 

901 TTTGGTCCATTTGAAGACAGCCCTAGTTCTAACGGCTGAGTATCATTC 
961 AACATCTGGCGGTCAGAATGTACAAAGTATACTCGTKXJGTGAT 
1021 TAAGCGGATGTTTGCGGTTTAG ACGGC ATGCCGCACTAC ATTACGGG ATTAAGTTAC ATG 
BamH! 

1081 TCGGATCCGCAGAAGTTCTCGCAGATTATTATGTCTGCGTGAATATTTCGCACCAACTAC 
1141 TGGATCGCAATTGTAGTTTGTGGGTTCCAGTGTATGTGTTATGACGTATACTGGGAGTG 
1201 CCCAGACCATTCAAAAGCCAAGTGGATTAGCTCGCAAACAGCGTGCCAGATTACTGTCAG 
1261 CTTACCTTTCAGCACCTGCTCCCAGCTTGACACCTGTTCTGAGTCCGTAGAAGTCTCAAC 
1321 CGTTGTGTATGCGGTTTCATTTTTTTTGACGTGCACGCGGTACATCAACCCACTCA 
1381 GATGGAGACCGGAGAAATCTGGAAGAAATAAAGATAGCGTGAGACACGTTCAGAGCATCT 
144 1 TCAATACAAGTACTCATAGCCAAGCGAGATCAGCAACGGCCCGGACAAAAGATCGCCCTC 

Bglll 

1501 GATGGCCCTTCACCCTCACGTCAGAATCCCGCCACGAAGCACATTGTATTCGCCGCAGAT 
1561 CTCATTCTACAGAAAGTAGCTCCAGATCCCGGTTCATCTGGGCGCGGTACCTCCAAACGA 
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UL54 



162 1 GTCCGTGATTCAAGTGACAGGGGGCGCCGTCGCTGTTCGAATGGCGAGGCCTCGTTCCCG 



1681 TTACGAGAACCAGTCAGGTATGAGCGTACGGTCTTCCATAAGGCGGGTCAGTAGCCCTCG 
7> gTy cCl uAsnClnSerClyMecSerValArgSerSerll eArgArgValSecSerProAr 
1741 AAATAAGTTTATGAG AGGCCGTGCCC ATATCC AAGTCCG AAG AGGC ATCCCCCCTAC ACC 
27 ► gAsnLysPheMecArgClyArgAlaHisU eC 1 nVa 1 A rgA r gC 1 y 1 1 e P ro P coA rg P r 
1801 CAGGCGCCGTGCAGGTACACCAGAAAAGCGATATAGGGCGCCTATCTTTACTGTTTCGTT 
47 ► oAcgArgArgAlaGlyThcProGluLysArgTyrArgAlaPcol 1 e PheTh rVa 1 S e r Le 
1861 G AAGC ATTCGCGC AGGTCTTGGG AAAG AAATCGGG ATG AACTTCG AAG AC CG ATTTGG AG 
67 ► u LysHisSerArgArgSerTrpCl uArgAsnArgAspGluLeuArgArgProIleTrpAc 
1921 AGACTTTGTCCGATGCCCAACGTCATCACGGACCGAAACGAAGGAGTTGCGAAACGTAAC 
87 ► gAspPheValArgCysProThrSerSerArgThrCluThrLysGluLeuArgAsnVa 1 Th 
1981 ACCGGCCC AATATTTTG AAAAGGCCGC AACTGC ATTTGGCGGTCTCGG AAAGTGC ATTAC 
107 ► rProAlaGlnTycPheGl u Ly sA 1 a A 1 aTh rA J a PheG 1 yG 1 y LeuC 1 y Ly sCys 1 1 eTh 
2041 TGAAGAGTTAAGATTAGAAAATCAGAAATGTCTT 
127 ► r.aJ ; uGJ.uUuArgCeuCJuAsnCJntysCysteuLeu/spWe^ 



2101 TGATGATGATTGTGATGATATCGATCGTGATAGAGGAATCTC 

147 ► pAspAspAspCysAspAspI 1 eAspArgAspArgC ly 1 I eCys Phe P roA 1 a Phe Lev Se 
2161 TTCGGGATCATCTGACCTTGCAGCCGATGCTGCATTCACTTCGTGGAAG 

167 ► r SerGlySerSecAspLeuAlaAlaAspAlaAlaPheThrSerTrpLysGlnPheCysCl 
2221 GCGCGCAGCTTCACTGAAAGGCCGCTGGACATCGCGTCCGGATATAGCCAGGTTGGCAAA 

187 ► y ArgAlaAlaSerLeuLysGlyArgTrpThrSerArgProAspIleAlaArgLevAlaLy 

2281 aatttcacgagctgtatatttggcgaactcx:tc^ 

207 ► s I leSerArgAlaVa ITyrLeuAlaAsnCysSerPheGluGluLeuLeuPheAlaCysAs 

2341 tgagacacttgtatggatgctttggcatcagtt^ 

227 ► pGl uThrLeuValTrpMecLeuTcpHisGlnPheGl uAspG 1 vArg 1 1 eTy r P roH i sAs 
2401 TCCTATCTTCTCTAAC ATCTACTGCGC ATGTC AATCTCTAGCC ATGC ATCTGGGGCC AAT 
247 ► pProI lePheSerAsnl leTyrCysAlaCysGlnSecLeuAlaMecHi sLeuGlyProI 1 



2461 CCTGCCGTGTTATCTCTCTAGCATTGGC AGTC AACTAAG AG ATACC ACTAG ATCTC AGGA 
267^ e LeuProCysTycLeuSerSerIleGlySerGlnLeuArg'AspThcThrArgSerGlnGl 
2521 GCTATCACTGAGTAGCGCAAAATGTCCTTTAACTTTATTACTGACCTTCTTCGACCGGTT 
287> uLeuSerLeuSerSerA laLysCysProLeuThrLeuLeuLeuThrPhePheAspArg Ph 
2581 CTCAAGAATTGTGTATCCGCGATCAGAGGCCATAGTCATGAATC ATAAAGC AATAGACCC 
307 ► eSerArgl leValTycProArgSerCluAlal leva iMecAsnHi sLysAla I leAspPr 
2641 GCCCAGAACATTCTGGGAC ATGTACTATCCTGGGACCTGTTCTAAAAAAATCCC ACTCGT 
327> oAlaArgThcLeuTcpAspMecTyrTyrProClyThrCysSerLysLysI leProLeuVa 
2701 TCTGCCC AGC ACGC AAATGTGTGCCGC AAAG AGG AATGC AG AGTGGTTTGTGCGC AGCTC 
347 ► J LeuA rgSe rTh cC InMecCysA UA I a Lys A rgAsnA 1 aC IvTrpPheVa iArgSerSe 
2761 TAAGCCGCAGTATACAGTAGGGAAATTTTCTCTTGCGACTTGTTTGACAGTTCTATACAC 
367 ► r.LysProClnTyrThrVa 1C1 yLysPheSecLeuA 1 aTh rCys LeuTh rVa 1 LeuTyrTh 
2821 CTATCGACACATGGCGGTATTGTATTGGAATTGGTGCCATCCTACGTTTCTGAAG 
387 ► cTyrArgHi sMecAlaVal LeuTy r T r pA s nT r pCy s H i s P roTh r Phe Leu Ly s I leAl 



2881 CATCTCTGTCACTCCTC AGC AG ATGGCGCCGCG AGCTC AATCATCTAACCCTTCACTCTT 

407^ a I I eSe rVa IThtC lyC inC InMetAla PcoArgA laC I n • - • 
294 1 GCAATCCGGCCTTGTAAATACACTGTAGTATTAGCACGGTTGAA 

300 1 CCCGACTCTCGAAAATTAACGGAGGTATAATAAAGAACACAATACAACGGACACCGACAA 
306 1 CGTGGAGCATTTTTATTTAGTCTGCAAATCCTTGGTTGATGAACGTGGTG 



1> MecAlaArgProArgSerAr 
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